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緒言
本来､ 生 体に は外来か ら の異物 によ る攻撃から自己を守る免疫系が存在する｡
免疫系は､ 未知の 外来抗原 に対して十分に特異的反応が で卓.畠ほ どに多様な抗原
レセ プタ ー を持 っ て い る ｡ しか も､ そ れらは
.
自己に対 して は反応しな いように免
疫寛容 ( トレラ ン ス) の 状簡に もなりうる o 免疫系で 一 番重要な点は自己､ 非自
己.の認識である｡.こ の 厚別 の機構は未だ不明な部分も存在するが, 少なく七.も自
己と強く反応するク ロ ー ン は排除されるclo naldeletio nと いう機構が働い て いる ｡
例えば､ ･眉 己に破く反応するT細胞は胸腺内で除かれる .L しか し､ ある原周が引
き金とな っ て免疫細胞が自分自身 の組織や細胞を攻撃し ( トレラ ン ス の破綻) ､
時 に は個体 の死を招く様な重篤な反応を示す こ とがあるo】 こh .が 自己免疫疾患で
ある｡･ 自己免疫疾患の 特徴は自己 に対する抗体 (自己抗体)や自己と反応するT
細胞.･(.自己床応性T細胞) が存在する こ と であり､ ある種の疾患で は自己抗体に
よ っ て 病像が形成される こ とも知られて い る･･d
自己免疫疾患はヽ イ ン ス リ ン依存性糖尿席や多発性硬化症のよう に標的抗原と
親織障暑が1つ の 組織に限局して いる臓器特異的自己免疫疾風と慢性関節サウマ
チ や シ ェ - ･グレ ン症候群､ 全身性 エ リ テ マ ト ー デ ス の よう な多臓器に 存在する抗
原 に対する組織障書の 見られる全身性白己免疫疾患に大別され.る ｡ 臓 器特異的自
己免疫疾患 では ､一本釆 トレ ランス とな っ て い るはずの臓器特異的自己抗原に対す
る ト レ テン ス.(S:=破綻が生じ､
'
.そ の 結果と
,して 免疫系が臓器を攻撃し､.. 破壊する家
応が起:= る占･.すな わち ､ 抗原特異的免疫反応 の発生が疾患 の 発症 にお いて
.
軍要な
役割肴果た して
.
い ると考え･られ･.8
-ら - 方 ､ 全身性自己免疫疾単において の発症厚
因は臓器特異的自己免疫疾患の七凄ほ どは単純ではな い ｡ こ れらの疾患の 際 に出
現する自己抗体の 多.くは核周因子や細胞質成分である こ とか ら､ 自 己抗体が直接
親織に 障審を与える･,t は考え に.く い ため で あるが､ 傷暑された組轡 へ の T細胞の
浸潤および集積が認められるこ と より､ や はり抗原特異的免疫反応は病変局所で
起きて いる こ とが示､唆され て いる｡
近年､ 自己免痩疾患 の発症機構 は少しず?解明されてお･り､.｢ 般的に は ､･ 自己
免疫反応の 開始+ 免疫反応 の進展 ､ 炎症そ して臓器破壊という･よう.に 病態が形成
されて いく七さ･れる. はじめの引き金とな ･る 反応 の 一 つ に は ､ 外来微生物と自己
成分と の分 子相同性に よる もの が ある と推測され て い る｡ すなわち､ 生体 に侵入
して重た微生物を攻撃するため に 活性化され た免疫細胞が ､ 外来抗原 と良く似た
自己成藤を誤 っ て 認識 し､ 攻撃 して しまう こ とに よ っ て こ れを発現して い る自己
の組織た優専を与えるため である . さ らに ､ 自己免疫疾患 へ の雁度しやすさ に は
主要組織抗療が関与して い る こ ともわか っ て きて い る｡
最近 ､ 自己免疫沃患である多発性硬化症の モ デ ル動物 である実験的 ア レ ルギ ー
性脳脊髄炎(experim ental'allergic e n cephalo myelitis :E A E)に お い て病変局所に浸潤
して い る百己反応性T細胞 の T細胞 レ セプタ ー(T C R)が 限定され て いる こ とが判明
した【1]去, こ の モ デル にお い て限定され たT C Rに 対する抗体やT C Rの 可変領域を
含むペ プチ ドワク チ ン が発症を予防できた こ とは抗原特異的治療法の 可能性を示
す画期的な結果 であ っ た[1,2】｡ こ の よう にT C Rの Ⅴ領域が抗原認識 の み な らず自
己免疫疾患 の発症 に も関与.して い る 可能性が 示さ れ た こ とよ り､ --Ⅴ - r egio n
dis e a s ehypothe sis
--が 提唱され て い る【3]. 同様 の結果が他の実験的自己免疫疾患
モ デル動物を用 い た研究 で報告され て おり【4- 9】､ ま た ヒ トに お い て は多発性硬
化症に つ い て検討され て い る【10]｡ 近年の分子生物学的手法 の進歩に より､ 生 体
内に存在する少数の自己反応性T細胞の遺伝子解析が可能とな っ て き た｡ 自 己免
疫疾患 にお い て 自己反応性T細胞の T C Rに つ い て解析する こ とはそ の発症機構の
解明､ さ ら に は抗原特異的治療法 の 開発 におい て 重要と考え られる｡
T細胞は抗原提示細胞に提示された抗原 エ ピ ト ー プをTCRを介 して 認識 する
【･1 1,1 2]｡ T CRを介したシ グナ ル と､ 他 の 細胞表面分子を介 した第 2 の シ グナ ル
の 両者の共存に よ っ て 細胞に増殖 の刺激が入 る【1 3,1 4】｡ こ の よう に して特異抗
原 に よる刺激はT細胞 の クロ ー ナ ル な増殖を引き起 こ して い る . 各 々 のT細 胞の
性 格 は 主 に T C Rの 最 も 可 変 性 富ん だ 部分 で あ る 相 補 性 決 定 領 域 3
(comple m e ntaritydetermi ming regio n;C D R 3)の配列 で決められて い る【15-1 7]o
TC RはT細胞の表面 に a 鎖 とβ鎖 の ヘ テ ロ ダイ マ - 或 い は γ 鎖と 6鎖 の ヘ テ ロ
ダイ マ - として発現 して い る｡ q βT C RはFig. 1の 様な構造をして い る【18】. ヒ
トT C R遺伝子はβ鎖と γ 鎖が第7染色体上に α鎖と∂鎖が第1 4染色体上 に 存在し
(Fig･ 2) ､ 瑚 胞が胸腺内で成熟する ときに遺伝子の 再構成を起こ し､ 各サブ
ユ ニ ッ トを構成する【19】｡ α 鎖 とβ鎖はそれぞれ抗原を認識する の に必要な可変
(va riable regio n;V) 領域を細胞外の N末端に ､ ま た膜貫通領域を含む定常
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(c o n sta nt r egio n; C) 領域を細胞内のC末端に持ち ､ そ の 間 に a 鎖 で は ジャ ンク
シ ョ ン (jun ctio n al r egio n; ∫) 領域と呼ばれる領域を､ β鎖 で はJ領域とダイ バ ー
シ ティ ー (div ersity; D) 領域を持っ て い卑. こ の α 鎖のⅤ領域 (Va) に は約100
個 ､ β鎖の V領域 (Ⅴβ) に は約20個 の フ ァ ミリ ー が 存在する. さ らにJa に は約
50個 ､ Dβには2個 ､ Jβ には13個､ Cβ七は2個 の フ≠ミリ ー が存在し､ こ れらに
加え ､ Ⅴ(D)-J組み換え の 際に起 こ る療拳挿入や欠失により理論上 の レバ トアは
1010以上になる ｡
理論 上多数にの ぽ る レバ トアを持 つ T細胞 であるが ､ 生 体内で機能 して い るT
細胞 レバ トア は限られており､ 特定の抗原に対しては限られたT C Rが使用されて
い る可能性が示されている . 先にも述 べ たが､ E血 マ ウス の実験でも見られたよ
う な限定されたT C Rの 使用が ヒ トの疾患で も認め られれば､ T C Rレ バ トアの解析
は対応抗原の 想定や特異的なT細胞を標的とした治療法と結び付くと考えられる｡
特 に発症磯序 の不明な自己免疫疾患な ど古言お いて はT C Rレバトアの解析が重要な
辛がかりとなる ｡
疾患 におけるT C Rの 検出は､ 初め は抗T C Rモ ノク ロ - ナ ル抗体を用 い たT C Rの
発現を検討 したもの であ っ た【2 0】｡ そ の 後 ､ T C RのV領域の塩基配列が明らかと
なり､ またpolym er a s e chainr e a ctio n(PLC R)法【21】も開発され､ 目的とするT細胞の
cD N Aを鋳型 として Ⅴ領域 の遺伝子 を増幅-して解析する方法が行われるよう に な
っ た【1 0,2 3]. Vβ遺伝子 の 塩基配列はそ の長さ に差があり､ ま たG C含量も異な
るため ､ 1 つ のprim e rで はP C Rの 条件 に よ っ て 増幅が左右されやす い た め ､ 現在
で はC hoiら に よ っ て 報告された各Vβ に対する特異的な5- ･ prim erと共通 の 3
1
･ Cβ
prim e rを用い る mhltiple prim e r法 が利用されて い る【23]. しか しこ の方法を用い て
も個 々 の T C Rの発現率を正 確に反映してし1るか を明らかにするため に は ､ コ ン ト
ロ ー ル を用 い た定量化の 予備実験【1 0]やSo uthe rn blott
'
h
'
g を行う必要がある.【24,
2 5】｡ ま た､ こ の 方法で は レバ トア に つ い て は解析 できるが､ Ⅴβ とCβ の 配列は
同 じであ っ て も､ 中間の D -J領域の異なるク ロ ー ン の分離は不可能 である ｡ そ こ
で ､ 元 来は点突然変異の検出や多形解析を行うため に開発された
'
shgle str益d
c onfo rm ation polym o rphis m (S SCp)法【2 6]を応用する こItに よ
､
づて 新 しい非常に
高感度なT CR解析法が確立された【2 7]｡ こ の 方法は1本鎖D如Aの塩基配列の違い
に よ っ て 生 じる立体構造の違いを電気泳動中の移動度 によ っ て検出する方法 であ
る o
'
ゲル 上 に現われた 1 つ の シ グナ ル は.1 つ の T細胞ク ロ ー ン の 相当し､ シ グナ
ル の強弱 に よ っ てT細胞 の集積度を表わすこ とが できる ｡
疾患とT CR レ バ トアの 関係に つ い て の 解析はい ろ い ろな研究グル ー プで なされ
て いる･(Table 1,)レ . 慢性関節リウ マ チだけをと っ て みて も
ー
､ ある レバ トア に偏
りがあると言う グル ー プ【26,2 8,2 91 34]もあれば､-レバ トア に は鳳りは見 られない
とする グル ⊥ プ【35-3 7】もあ･‾り1･ 非 常に議論 のあるとこ ろである ｡ 末梢血 と病変
局所に浸潤したT細胞を比較 した場合､ ∴病変局所 にある特定のT細胞が集積 して
い る-= とは明らか とな っ て い る ｡ しか しヒ トの疾患では､ . モ デル動物 で見られた
よう. な特定 の疾患特異的な レパ･トナの 存在は当て はま らな い よう である.
■ 慢性関
節リウ マ チにおい て も限られたⅤ遺伝子d)偏 rりが見られる の み である ･o そ の原因
Table 1. Repertoire of Tαlrec eptorinhum a n a utoim m u n edis e a s es･
disease atltO antigen repertoire ofT C R ., m ethod reference
Multiple screlosis myelin basicprotein
R 瓦etl m atOidarh its
Basedo w-sdis ease/
Hashim oto†s disease
Sjogren
T
s syndrome
ワ
TS Hr ec申 or/
thyr oglobtlin
Ⅴα 10
Vβ5.2, Vβ6.1
Vβ7
Vβ14
Vβ3, Vβ9, Vβ14, Vβ17
Vβ2, Ⅴβ3
biased Vα
m ultiple clo n otype
limited Vα
ワ Vβ2/Vβ13
1imited Vα
S:ideco 皿 ediv etiss n eロ1-s nR N P A - Ⅶ1tiple clo n otype
P C R, 10
P C R 19
P C R 24
P C R 29
P C R 30
PC R 37
PC R 19
P C R/SSCⅠ) 27
P C R 19
P C R 24
P C R 19
P C R/S S CP 38
と して はTCR検出感度の違 い ､ 経時的なク ロ ー ン の拡大の可能性､ L
I
D Vl
'
tT Oで のT
細胞培養に よる影響な どが挙げられる｡
T C Rフ ァ ミリ T の優先的使用 に は抗原 エ ピ ト ー プや 主要組織適合抗原 (m a3
'
or
hi?to c o mpatibilJty C O mPle x; M H C)な どの複数 の要因が関与 しており､ これを考慮
した新しいクロ ナ リテ ィ ー の 拡大の仮説が出され て い る｡ 例えば､ 混合性結合組
織病 (mix ed c o n n e ctiv etiss u edis e a se ･. M C T D) とそ の 対応抗原で あるU l- s nR N P
A pr oteinに つ い て 考えて 見る と､ 自 己抗原で あるU l- s nR N P Apr oteinに 反応する
自己反応性丁細胞は患者末梢血中に少数で はあるが､ 数ク ロ ー ン存在する【38]｡
U l- s nRNP A pr otcin上 に は複数の エ ピト ー プが存在し､ 患者 の自己反応性丁細胞
は こ れ らを認識するが ､ 患者の抗原提示細胸や M HCに よ っ て 認識する エ ピ ト ー
プ は限られ､ T細胞も限定される ｡ 従 っ て ､ 個 人 の E L Aや抗原の 状態 に よ っ て
TC Rレ バ トア にも違い が出 てくるが ､ 一 部は共通 のT C Rが存在する こ とが推察さ
れる.L これ らの こ とより､ TC Rレバ トア の解析だけではTCR解析は不十分であり､
個人ごとの 欄 胞ク ロ ノ タイ プの解析が重要と考え られる ｡
疾患 における甘C 鼠タ ロ ナ リ.テ ィ ー の 解析は方法論的に問題があり､ 大貴 な逸展
はなか っ た が ､ P C 鼠とS S CPを組み合わせ た方法【2 7]が開発され簡単に解析 でき
る よう に な っ た ｡ そ こ で こ の方法を用い てT細胞が関与して い ると い われて い る
疾患 に つ い てT細胞ク ロ ノタイ プを検討した｡ 自己免疫疾患である慢性関節リウ
マ チで は病変局所 に顕著 に浸潤 したT細胞､ 抗原の特定されて い ない肉芽腫を形
成するサ ル コ イ ド ー シ ス に つ い て は肺病変局所に浸潤したT細胞に つ い て タ ロ ノ
タイプを検討した｡ ま た､ 固形癌 にお いて は免疫系が癌抗原を認識し癌細胞を排
除する ため に+ キ ラ ー T細 胞や こ の 細胞の 働きを助ける ヘ ル パ ー T細胞が集穂す
る と い われて い る ｡ そ こ で この 癌 に集積するT細胞に つ い て もク ロ ノタイプを解
析 した. こ れらの 解析を行う こと によ っ て 慢性関節リウ マ チやサ ル コ イ ド ー シス
に おい て は直接的 に抗原 の解析や抗原特異的治療法の検討が でき､ ま た癌 に おい
て は病疫潤リ ン パ 球 (TIL) 療法の可能性を検討する こ とが できるo さ らに これ
ら の モ デル として マ ウ スを利用 し､ 検討を重ねる こ と によ っ て治療法 の シ ュ ミ レ
ー シ ョ ンが で きるo
以上 めこ とを踏まえ､ 筆者は)
'
D V ]
'
Qoに集構したT細胞ク ロ ノタイ プに つ い て 検
討 した.･ 本論文 の第 1章 で は慢性関節リウ マ チ ､ サ ル コ イ ド -
ゝ
シ ス お よび婦人科
固形癌患者 の病変局所 に浸潤 したT細胞ク
ー
ロ ノタイプに つ い て解析を行 い､ 療2
章 で は モ デ ル動物系の検討 として
-
マ ウ ス で の 正常状態と皮膚移植 で拒絶反応を起
こ した状態の T細胞ク ロ ノ タイプに つ い て 病態との 関連を検討した ｡
第1章 自己免疫疾患患者溢 よび癌患者 におけるT細胞タ ロ ノ タイ プの解析
第1飾 序論
免疫系は本来は自己と非自己を識別 し､ 非 自己を排除する こ と によ う て 自己を
守る系 である｡ こ の自 己防衛 の 中心 的役割を果た して い る のがT細胞である｡ し
か しす べ て の機構 には破綻を起 こ す危険が存在し､ 自 己認識の機構も例外 で はな
い o , 臨床的に自己抗体や 自己反応性丁細胞が検出される多く の 疾患 一 自 己免疫疾
患が知られ て い る｡ 例えば ､ 臓器特異的な自己免疫疾患と しては､ 橋本甲状腺炎､
原 発性粘液水腫 ､ イ ン ス リ ン依存性糖尿病､ 重症筋無力症な どが ､ 全 身性自己免
疫疾患として は慢性関節リ ウ マ チ､ 多発性硬化症+ シ ェ - グ レ ン症候群､ 全身性
羊 T)テ マ ト - デ ス ､ 混合性結合組織病な どが知 られて い る .慢性関節リ ウ マ チ
(R A).は全身性の 自己免疫疾患 であり､ 主 たる病変局所で ある関節滑膜 へ の 蘇
著なT細胞の浸潤が認め られて い る｡ R Aの 病態 に℃細胞が 関与 して い る ことを示
唆するもの と して ､ 末梢血中や滑膜 に浸潤 したT細胞に活性化抗原が見 られる こ
と【･39】､ RAと特定 の.H L年- clas sIIが相関するこ と【40】､ T細胞をク ー ゲ ウ トと･した
治療に よる RAの 改善がみ とめ られる こ と【41]､ ま1= h um a niⅡ 皿 un Odeficie nty
v 加s(甲Ⅵに感染した患者 でR Aの 寛解が得られたこ と･【42】な どが挙げられる｡､ し
か しT細胞が実際の 生体内で どの よ.う に働き ､ そ して どの ような経線を辿 っ て R A
の 病態を形成する のか は不明な点も多 い ｡ R A の病因に関するT細胞の 関与 の解析
は ､ 患者末梢血 より分離 したT細胞の 血 y 加 増殖活性や ､ 限界希釈法 に よる推定
される抗原特異的丁細胞の頻度解析な どで行われてきた ｡ しか しな が ら､ こ れ ら
の方法 で は生体 よりT細胞を取り出 した後､ 培養系に移して か ら解析を行う ため ､
必ずしも生体 で の 出来事を反映して い る とは言い切れな い ｡ そ こ でP C R法を用 い
て 生体か ら分離 したT細胞を直接解析するこ とが試み られた｡ こ の 方法 で は生体
か らT細胞を得た直後 に各Ⅴβ フ ァ ミリ ー 特異的なprim e rを用 い てPC Rで 増幅後ア
ガ ロ - ス 電気泳動を行 い ､ 増大 して い るT細胞 レ バ トア に つ いて 検出する ｡ と こ
ろ が､ こ の 方法で は同じVβおよびCβを用 いて い なが らもD かJβ (C D R 3領域)
の異なるク ロ ー ンを分離する こ とは できず､ 本当 に増大して いる ク ロ ー ン の 検出
はできな い ｡ そ こ で 我 々 は点突然変異や遺伝子多形を解析する方法 であるS S C P
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法と組み合わせる こIt に よ っ て､C DR3領域 の異なるク ロ ー ン ､ 即.ちT細胞ク ロノ
タ イ プを分離する方法を確立 した ｡ 第1草 で は こ の 方法を用 い ､ T細胞関与の示
唆され て い るR A患者 の 確度局所に浸潤 した耳細胞､ 肉芽形成性疾患である サル コ
イ ド - シ ス 肺の肺胞洗浄液ヰの T細胞および固形癌とそ の周辺リ ン パ 節に浸潤し
た¶細胞に つ い て 臨床検体を用 い て検討した ｡
ll
第 2節 R T- P C R/S S C P法を用 いたT細胞ク rロ ノタイプ解析法の 原理
序論 に述 べ た よう に 自己免疫疾患 におけるT細胞 の役割は重要 であり､ 疾患形
成 の中心を成して いる ｡ ･特 に慢性関節リウ マ チ な どで は病変局所 へ の顕著なT細
胞 の浸潤が認め られ､ こ の ℃細胞の解析が病因解明 の鍵を握 っ て いる と考え られ
る ｡
T細胞はその細胞表面 に抗原提示細胞に よ っ て 提示され た抗原を認識するT細
胞抗原 レセ プタ ー (T C R) を持 っ て い る ｡ T C Rの 構造 はイ ム ノグ ロ ブ リ ンと類似
し ､ N末端に可変 (Ⅴ) 領域を持ち､ C末端に定常 (C) 領域を持 っ て い る ｡ T C R
は ほ ぼ 同 じ大きさ の 2種類 の サ ブ ユ ニ ッ トに よ っ て構成される｡ こ の サ ブ ユ ニ ッ
トはC領域の構造か ら α ､ β ､ γ およ び ∂ の 4種類 に分類されるが ､ そ の 組み合
わせ は α β並 びに γ ∂ の 2種類 である ｡ 約9 5% のT細胞は α 鎖 とβ鎖 の組み合わ
せ を持 つ α βT細胞であり､ 残り の5%は γ鏡 と ∂鎖か ら成る γ ∂T細胞である ｡
T細胞が非常 に多く の抗原と反応する こ とか らわか る よう に T C Rは多様性を持 っ
て いる ｡ こ の多様性の獲得 に はイ ム ノ ダロ ブ リ ン と同様に遺伝子が再構成される
と いう こ とが重要である｡ 染色体上の T C R遺伝子 の構造 を見ると各サブ ユ ニ ッ ト
とも数10個のⅤ遺伝子群 ､ 数個のD遺伝子､ 10数個の J遺伝子とC遺伝子か ら成り
立 っ てい る ｡ こ れ らの遺伝子がT細胞 の分化に伴 っ て 再構成され､ α 鎖 で はⅤ -J-
C
､ β鏡で はⅤ - D -J- Cよ.り成る各サ ブ ユ ニ ッ トを形成する . こ の 再構成時 に a 鎖
で はV -Jの ､ β鎖で はV - D -Jの 連結領域 に塩基 の挿入や欠失が起こ るこ とに よ っ て
さ ら に多様性が広がる｡ こ の T C Rの 構造 に よ っ て 分けるT細胞の 分類をT細胞ク
ロ ナリ テ ィ ー と 呼び､ 分け られたT細胞ク ロ ー ンをク ロ ノタイ プと呼ぶ ｡ こ れ に
対 し､ Ⅴ領域遺伝子 で分類されたT細胞集団を レバ トア と呼ん で い る｡
とこ ろで ､ 今ま での T細胞の解析法 に はT細胞集団よりR N Aを抽出 しcD N Aに 変
換後､ T C R遺伝子をprobeと して So udler nhybridizatio nで 特定 の再構成をしたT C R
の バ ン ドを検出する方法【10,21]や T細胞株を樹立する方法【3 5,42]､ 各Y βに対す
る モ ノク ロ - ナ ル抗体を用 い て陽性細胞の頻度を調 べ る方法【20】な どである｡ し
か しこれらの方法に も難点が存在する. So uthefn hybrid.izadonで 検出する系で は
あるク ロ ー ンが 全体の 数%以上 は増大して いなければ検出は不可能 である . T細
胞株の 樹立は､ 1 つ の クロ ー ンに つ い て T C R遺伝子 の み な らず他の 遺伝子 の解析
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も可能であり､ 遺伝子 の発現と機能を関連付けて 検討 できる良い系で はあるが ､
T細胞株 の樹立はかなり困難 であり､ さ ら にこ の 樹立 された株が1
'
n ゆ oを反映し
たもの で なく ､ 1
･LvltT Oの adifa ctに よ っ て 少数存在して い るものを増幅した可能性
を含ん で い る ｡ ま た各Ⅴ領域に対する モ ノ ク ロ - ナル 抗体に よる解析 であるが ､
簡便なため適切な抗体さえあれば非常に有用な手段であり､ マ ウス に おい て の解
析 で は多く の知見が得 られた｡ しか し ､ ヒ ト の場合で は､ マ ウ ス に 比 べ 抗体が限
られ､ そ のう え ､ こ の 方放で はⅤ領域の 種類 の分類の み であり､ ク ロ ノ タイ プ の
解析 は行 えな い ｡ 近年､ P C R法が 確立 され て か ら は､ 各Ⅴβ遺 伝子 に対する
prim erとCβ遺伝子に対するprim e rを用い てP C Rを行い ､ 各β鎖 のPCR産物量を比
較する レ バ トア の解析が中心 であ っ た ｡ こ の 方法につ いて も異な るチ ュ ー ブ で反
応 したP C R産物の増幅量を比較するの で本当に]
'
D アL
'
voで のク ロ ー ンの 存在比を反
映して い る とは明言 で き な い｡
以上 の よう にT C Rの 発現頻度を検出する系に は問題点が残されて い る｡ ま た抗
原特異性を調 べ る ため に はV領域の み で な-くク ロ ー ン の解析が必要 であり､ こ れ
らの方蔭では不十分な点がある ｡ そこ で我 々 は元 々 は癌遺伝子の点突然変異の検
出法と して 開発されたP C R産物を熟変性後に非変性ゲ ル で電気泳動を行 い 1本鎖
D N Aの 高次構造 に よ っ て分離するSS C P法【26】を利用して T細胞ク ロ ノ タイ プを解
析する方法を開発した【2 7]. 即ちこ T細胞よりR NAの 抽出を行 い､ 次い でcD N Aに
変換して､ 各Vβ遺伝子特異的primerと末端ラ ベ ル したCβ遺伝子特異的primerを
用 いて P C Rを行い (m uldple prim e r法) ､ 増幅された遺伝子を確認後､ S S C P解析
を行う という方法である (Fig･ 3) . M uldple prim e r法 で増幅された各Vβ遺伝子
に対するP C R産物はほぼ均 一 の 長 さであるが ､ ク ロ ー ン に よるⅤ - D -J領域の遺伝
子配列 の違 いか ら ､ 1 本鎖 に変性 し非変性ゲル で電気泳動するこ とに よ っ て ク ロ
ー ン毎 に異 なる移動度を示す｡ 例えば健常人の末梢血を解析 した場合､ 非常に多
様なク ロ ー ンが存在するためS SC Pで は スメ ア - 状に検出されるこ とが予想され
る (Fig･
.
3A) . こ れ に対し､ モ ノク ロ - ナ ル なT細胞か ら単離したR N Aを解析し
た場合は シ ング ルバ ン ドと して検出されるはず である (Fig. 3 B) ｡ そ して ヘ テ
ロ なT細胞集団中で卑る特定のT細胞の みが増殖したならば､ ス メナ ー 中 に バ ン
･ドとして検出される と考えられる (Fig･ 3 C)-
I
. 実際に健常人の 末梢血を解析す
る とFig･ 4およびFig･ 5Aに示すよう に個人差はある
.
もの の ほ とん どのⅤβ フ ァ ミ
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リ ー で ス メ ア 一 に換出され た ｡ こ れ に 射 し､ 癌化 し た耶細胞株 で あるfi B P- A L L(Ⅴ
β5.2とVβ6. 1を発現 して い る) とタロ - こ ン グされたⅤβ6･1遺 伝子を含 む
cD N Aに つ い て 同 じ解析を行 っ た場合 ､ い ずれも モ ノク ロ - ナ ル な検体か らは シ
ン グル バ ン ドしか検出で きなか っ た (Fig. 5B) o こ のT細胞株HBP - A L Lか ら得
たR N Aと健常人末梢血から得たRN Aを混合して同様 にS S C P解析する こ と に よ っ
て ､ 健常人由来 の ス メ ア - な バ ッ ク グラ ウ ン ド中 にT細胞株由来の シ ングル バ ン
ドが検出された (Fig. 5C) ｡ 希釈実験も行 い ､ 160 0か ら6 40 0個 に 1個増幅した
T細胞が存在すれ ば検出できる こ とも判明した (Fig. 5 C) 0
この 方法を用 い ､ )
'
n vl
'
y oで の抗原に対する反応を健常人が風邪 に雁息 した際 の
T細胞タ ロ ノタイ プの 変動 に つ い て埠討したo Fig･ 4た示したように健常人の 末
梢血 で はT細胞ク ロ ノタ イプはス メ ア - な パ タ ー ンを示す ヘ テ ロ な集団で あ っ た .
しか しなが ら健常人で もス メ ア - 中に 数本 の バ ン ドが検出され､ こ れ は健常人で
もある限られたク ロ ー ンが 存在 して い る こ とを示唆して い る ｡ さ らに こ れ ら の バ
ン ドは C D 4＋ぉ よび C D 8＋ の サブ セ ッ ト に分離した後 で も全画分 で得られた パ タ ー
ン と同 じパ タ ー ンで 検出され (Figr 6) ､ こ れはクロ,∵ ン の増加を相対的に示 し
た結果と考えられた｡ 増加
'
して いたク ロ ー ンの 大部分はC D 8十で あり (Fig. 6,
Table 2) ､ こ れら
■
の集積したT細胞は 1年以上 に わ た っ て 安定 に存在する こ とも
認 められた (Fig. 7) 0
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Table2･ Su m a ry ofclo n otypic a n alys es of healthyindividuals.
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次に流感様の症状を呈 した 2名 の 健常人 に つ い て T細胞タ ロ ノ タイ プ の経時的.
変化を検討 した (Fig･8, Table3) o 両者とも健常時よりスプア ー 中に教本の バ ン
ドは検出され て い たが ､ 発熱後､ 4 日目 に はC D 4
十
サ ブ セ ッ トで新たなク ロ ー ン
の 出現が認め られ､ 1 7ある い は2 1日 目 に は ば と ん ど消失 した｡ こ れ に対 し ､
c D 8＋ サ ブ セ ッ トで は明 らか に新 し い ク ロ - ン が認 め られ た と同時に ､ こ れらは
数週以上 に渡 っ て 安定 に存在し ､ C D 8＋サ ブセ ッ トの 寿命が長 い こ とを示した ｡
こ れ ら の結果は こ の T細胞ク ロ ノ タイ プ解析法 で実際の)
'
B y l
'
voの 反応を検出でき
る こ とを証 明した. 次い で)
'
n v1
'
tT Oに おける抗原刺激に 対するT細胞の反応を検討
した. 健常人より採取したT細胞を抗原であるpuified pr otein deriv ativ es (P P D)の
存在下 で 4 日間培養し､ T細胞ク ロ ノ タイプの解析を行 っ た 場合､ 教本の 明瞭な
バ ン ドが形成され､ 抗原刺激で ク ロ ー ン が形成された こ とが示された (Fig. 9 A)o
こ の バ ン ドの数は培養中 に徐々 に増加し､ ま たほ とん どす べ て の Ⅴβ フ ァ ミ リ ー
で 検出された (Table 4) 0 T細胞を抗原非存在下 で培養 した場合 に は こ の ような
ク ロ ー ンの 増大 は認められず (Fig. 9 B) ､ ま たM H Ccla s sII抗原に対する モ ノ
ク ロ - ナ ル抗体 (H A K- 7 5) とP P Dの 共存下 で培養を行 っ て もク ロ ー ン の 増大は
認められなか っ た(Fig･ 9 C) ｡ こ'の こ とより､ この T細胞の集積はP P Dに対する
特異的反応 である こ とが示された｡ ‡'P Dは免疫複合体 であるため､ こ れ らの T細
胞 は抗原 ペ プチ ドの エ ピト ー プだけに対する反応 で はな い可能性もあ っ た た め ､
より単純な抗原 であるテク ヌ ス トキ シ ン (T T) と そ の エ ピト ー プ部分の ペ プチ
ド(TT 8 30-84 4) に つ いて も検討した (F ig. 1 0) . T Tの 場合 でもP P Dの 時と同様
にT細胞ク ロ ノ タイ プの集積が認められ (Fig. 1PA) ､ T細胞を2 つ の フ ラ ス コ に
分割して 同 一 の 処 理を施す こ と に よ っ て 同 じク ロ ノタイ プの集積が認 められた
(Fig･ 1 0 B) ｡ さ らにT Tの部分 ペプチドで刺激した場合 でも いく つ か の T T刺激
と共通 の ク ロ ノタイ プの増大が認 め られた (Fig. 10 C) 0 T Tの 結果より､ より
単純な抗原でもす細胞ク ロ ノタイ プの増大が誘導される こ とが示された｡ こ れら
の結果 に対 し､ 末梢血を非特異的抗原であるphytohem agglutin h･ A(P E A)や Con-
c a n a v a rin Aで 刺激をした場合 に は､ C D 4＋ ､ C D 8＋ とも特異的なク ロ ー ン の 増加は
認 められなか っ た (Fig･ l l, data n ot sbo w n) ｡ 自己免疫疾患 である M C T Dの 患
者 の末梢血 より採取したT細胞を用い ､ 自己抗原 であるU l- snR N PA pr ot血 で 刺
激をした場合､ 1
'
D V )
'
tTOで 増大 したク ロ ノタイプと患者 の末梢血中で集積 して い る
20
ク ロ ノ タイ プは 一 致 し ､ 抗原非特異的刺激で は特異的ク ロ - ンが 消失する こ とが
観察された (Fig. 1 2)【38】. 以上 の こ とよりこ の方法が1
'
n v1
'
tTOの 抗原刺激 で の 反
応 の解析も可能 であ1る こ と が証明された｡
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第 3節 慢性関節リウ マ チ における 欄 胞ク ロ ノ タイ プの 解析
慢性関i軒リウ マ チ(RA)は慢性炎症 ､ 滑膜細胞の 増殖や進行性の 関節破壊な どを
特徴とする全身性の 自己免疫疾患である【45]｡ この 疾患の病因に つ いては ほ とん
どわか っ て いな い が ､ ある抗原 に対する免疫反応がき っ か け になり､ 次い で 滑膜
に炎症性細胞が浸潤し､ 滑膜の増殖が起 こる の で は ない か と考え られ て い る｡
･¶細胞は免疫反応を コ ン トロ ー ル しており､ R Aの 発症 に重要な役割を果たす ｡
R A患者 の滑膜 に は顕著な T細胞の浸潤が認められ､ 滑
一
膜組織 の 20-3 0%8こな る.
こ の 浸潤細胞の多くは C D 4十 ､ c D 45 R O＋ぉよ びC D 29”b right”の T細胞 である こ と
よりメ モ リ ー タ イ プ の ヘ ル パ ー T細胞 と考え られ る【4 6-4 9]. 大部分の R A患者は
主要組織適合串原(M H C)と して H L A- D R 4あるい はH L Å- D R lを持 っ て おり､ こ の
M H Cが 特定 の抗原を 欄 胞に 提示して いる と思われる【50-54】｡ さ ら にT細胞表面
に存在する分子 に対する抗体 である抗C D 4抗体【5 5- 56]や抗I L- 2レ セ プタ ー 抗体
[57】､ 抗I L･6レ セ プタ ー 抗体[58]､ ある いはT N F- a 抗体【59]な どが R Aの 治療 で効
果を上げて い るo
A
.=中らの こ とはT細胞がR Aに 如 ､て 重重な役割を果た して い る
こ とを示して い る｡ ま た ､ コ ラ ー ゲ ン やア ジ エ バ ン ドを動物に投与するこ とで ヒ
トR Aと類似 した関節炎を発症させる こ とができ【60 - 63]､ さ ら に こ の動物から得
たT細胞をナイ ー ブ な動物 に移入する こ とに よ っ て も関節炎 を発症させ る こ とが
できる【61,6 3- 6 6]こ とか ら ､ R Aの 病因に T細胞が深く関与して い る こ とは実験動
物の レ ベ ル でも強く示唆される ｡
T細胞は特異的な抗原をT細胞抗原 レ セ プタ ー(T C R)考介して認識するが､ こ の
レセプタ ー はT C R遺伝子 のV -(D)-J- C再構成 に よ っ て多様性を獲得して いる .各 々
の 一触胞は特異的抗原に よ っ て 活性化され､ 増殖し､ ク ロ ー ン を形成する｡ しか
しなが ら､ ある抗原に対する免疫反応に 限定されたT細胞ク ロ ー ンの み が必要と
される の か否かは明らか で な い ｡ 近年の報告 で は ､ RAで の T C Rレバ トア は限定
ある い は偏りがあると言われて い る[25,2 8- 3 4卜 方､ いく つ か の グル ー プか ら は
こ の ような 限定はな い とも報告されて い る【35- 3 7】｡ こ の よう にR Aの 病変局所 に
おけるT細胞の ク ロ ナ リテ ィ ー に つ いて は非常に議論の ある とこ ろ である ｡
■
上れ
･ ら甲矛盾した結果 の原因 に はT細胞の 解析法の違 いが影響 して い る ことも考えら
れる｡
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こ れ らの 手法的な問題を解決するため にこ 第2節に述 べ たT細胞ク ロ ノタイプ
の解析 糾2 7]を用い て患者 の RA病変部位に浸潤 したT細胞に つ いて ､ 病変局所へ
のT細胞の集横はラ ンダム な免疫反応な のか ､ それ ともある抗原に よ っ て 動か さ
れ た反応な のか を検討 した ｡ こ の ため に ､ 同 一 の 病変滑膜中の異なる 2-ヵ 所 に つ
い てT細胞タ ロ ノタイ プを比較し､ ま た同 一 の点者の 多関節に つ いて も同様な検
討を行 っ た ｡
1 - 3 - 1 実験材料と方法
1) 臨床検体
アメ リ かノ ウ マ チ学会 で決定された診断基準[67]に適合 したリウ マ チ患者6名
を対象とした. 各患者の H I AタイプはTable 5の 通りである. その他の 臨床デ ー
タ はTable 7に 示した. 全患者 に対してイ ン フ ォ ー ム ドコ ンセ ン トをと っ て 研究
を行 っ た ｡
Table5. H L Atypingofsix R Apatie nts･
patie nt A Lo ctlS B lo c us C Lo ctlS D R Locu s DQLJ)CtlS
R Ai A 24(9)
R A2 A 24(9),31
R A3 A 2, 26(10)
R A4 A 訓(9)
R A5 A 24(9)
R A6 A 24(9)
B 7
,
54(22)
B 51(5), 48
B 35, 61(40)
B52(5),59
B 52β),7
B 51(5)
C W l
,
7 D Rl, 4 DQl, 4
D R4
C W l, 3 D R 8, 9
C W I D R15(2),9
C W 7 D RI5(2)
CWI D R 4, 12(5)
DQ
DQ
DQ
DQ
DQ
3
,
4
1, 3
1, 3
1
3
2) cD N A合成､ P C Rお よびSS C P法 によ る解析
ヘ パ リ ン処理した末梢血および滑液は患者より採取 した後､ Ficoll- Ey paqu e
(phar m a cia, Upps ala, Sw eden)を用い た密度勾配遠心法でT細胞を含む単核球画分
を分離し､ 直ちにtotal R NAを調製した｡ 関節滑膜は根治的滑膜切除術に よ っ て
切除された滑膜を細切し､ total R N A調 製を行 っ た｡
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こ れ らの細胞からのtoto al R NAはa cidgua nidin tl m thilO Cya n ate- Phe n oト chlpro-
form (A G P C) 法【68]8こ従 っ て抽出した.. Total R N Aはr e v er s etr a n s cripta s由(Supe r-
s c ript;･ B R L, Gaithe r sbu rg, M D)とra ndo m he x a m er olig n u cle oti血 prim er (10 0
p血ole;B R L)を用い てcD N Aに 変換した . 次い で cD N Aを各prim e r s et(各Ⅴβ prim er
とbiotin化 したCβ prim e rのs et;`各5 0pm ole ; シ ー ク エ ンス は･Table 6[23]に示し
た) とd N T P､ Taq polym er as e(Pro m ega, M adis o n, W I) を用い てP C R[2 1】を3 5サ イ
Table6･ Oligo n u cle otide s equ enc es ofthehum anVβge ne segm e nt-specificPrim e rs
and thehu m anCβge n e-specificprim e r u s ed in this study･ ¶1e5- end of the Cβprim er
w a sbio血ylated.
pn m e 卜 Sequ en α(5
T
- 3')
Ⅴβ1 G C A C A A C A G T r C C C T G A C T TG C A C
Vβ2 T C A T C A A C C A T G C AA G C C T G A C C T
Vβ3 G T C T C T A G A G A G A A G A A G GAGC G C
Vβ4 ACA TA T G A G A G T G G A T T T G T C A T r
Vβ5.1 A T A C r T C A G T G A G A CA C A G A G A A A C
Vβ5.2 TrC CC M A T A G C r C T G A G C T G
Vβ6 A G G Cm G A G G G A T C C G T C T C
Vβ7 c c T GA A T G C C C C A A C A G C r G T G
Vβ8 A m A C rIT A A C AA C A A C G T r C C G
Vβ9 c m A A A T C T C CA G A C A A A G C T C A C
Vβ10 c T C C A A A A A C T C A T CC T G A C m
Vβ11 T C A A C A G T C T C C A GA A m G G A C G
Vβ12 A A A G G A G A A G T Cr C A G A T
Vβ13.1 c A A G G A G A A G T C C C C A A T
Vβ13.2 G G T G A G G G T A C A A C r G C C
Vβ14 G T C m G A A A A G A G A A GG A T
Vβ15 A G T G T C r C r C G A C A GCA C A G G C r
Vβ16 A A A G A G T C TA A A C A G G A T G A G T C C
Vβ17 c A G A T A G T A A AT G A m C A G
Vβ18 G A T G A G T C A G GA A T G C C A A A G G A A
Vβ19 c A A T G C C C C A A G A A CG C C C T G C
Vβ20 A C G T C r G A G G T GC C C C A G A A T C T C
■ lI I- - I q - ‾ ●● l P - ■■ ‾ 1 J ‾ ◆‾ 1 - ■- I - ●一 -
=
- - ■
- - ●- - 一一 - 一 一- - - ■ 一 一- 1 ●- →- 一 - - - - I l 一 - - ● - - - - 一- ●- - - 1 一
-
- 一 - - -
■ 一
一一
- - I - --- - - - - 一 一一 一一 - - - t ■ 一- - - - - - - - 1 一 ■- - I I - - - ■一
Cβ T r CrGATG G C T C A A A C A C
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クル行 っ て ､ T C Rβ鎖遺伝子を増幅した. 増幅したD N Aをdsn atuyatio n
.
s olutio n
(95ro fo r m amide, 1 0m M E D TA O･1% br o m ophe n ol blu e, 0･1% Ⅹyle n e cya n ol)で希
釈後､ 90 ℃ で2分間熟変性 し､ 2 〝lを1 0% glyc e r ol含有非変性4% polya crylamide
gelで 電気泳動 を行 っ た【2 6]｡ 泳 動終了後､ PN Aをナ イ ロ ン 膜(Im m obilo n- S;
M illipo re lnterte ch, Bedford, M A)上 に転写し､ 化学発光法 (Fle xLumin e s c c n c ekit;
M illipo relnterte ch)で 検出 した【27]｡
3) ダイ レクトシ ー ク エ ン シ ング
T C Rク ロ ノタ イプ の位置 に相当するS S CⅠ'ゲ ル の 小片を切り出し､ マ イ ク ロ チ
ュ
ー ブ中で5 0〟lの T E.1(10m M T ris王i Cl/0.1 m M E D TA)に浸し ､ 8 0℃ で2 0分加
温して D N Aを抽出した ｡ 抽出液をv o rte x後 ､ 遠心 して分離した. こq)上清5 FLlを
用 いて5 5サ イク ル のs c c o nd P C Rを行 っ た . 増幅 したD NAは限外漉過(S U P R E C-2;
Takar a S hu z o, Kyoto, Jap an)を行 いdN T Pを除去 した後､ Ve ntR (ex o-) D NA
polym er a s e(Ne w Engla nd BioLAbs, Be v erly, M A)とbiotin化inte r n al Cβ prim e rを用
い て サ イ クjL, シ ー ク エ ン ス を行 っ た【6 9,7 7]. シ - ク エ ン ス 反応物は6%変性
polya crylamidegelで 電気泳動 し､ ナイ ロ ン膜 に転写後､ 化 学発光法で検出 した.
1 - 3 - 2 結果
1) T細胞の クロ ー ナ ル な増幅
RA患者 の炎症を起こ して い る関節滑膜に は明らかなT細胞の浸潤が ある こ とは
以前より報告されて.い る【45]｡ 我 々 もRA患者q)病変局所 に
T細胞ク ロ ノタ イプが
集積して い る こ とを報告して きた【2 7]｡ さ らにこ の集積し】た T細胞クロ ノタイプ
の 特徴を見る ため に ､ 同 一 の 滑膜組織 の 異なる 2 ヵ所 に存在するT C Rβ鎖ク ロ ノ
タ イプに つ い て 比較検討した｡
RA患者か ら採取 した末梢血 (P ちL) ､ 滑液 (S F) および滑膜 (S T) の典型的
な パタ ー ンをFig. 1 3に 示し･た｡ RA患者で は病変局所に顕著な 瑚 胞タ ロ ノタイ プ
の集積が見られた｡ まずP B Lに つ い て詳細 に見ると､ 4名の患者(RA 3-6)か ら得ら
れたP BLで はSSCP解析を行うと､ 種 々 の Vβ プ ァ ･ミ リ ー で T細胞タ ロ ノタイプが
ス メ ア - か ス メ ア - 上に 数本の バ ン ドと して検出された (Table 7) o こ の ス メ
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ア 一 棟 の パ タ ー ン は健常人のP B Lを解析した場合に得 られたパ タ ー ン と同様であ
っ た(data n ot sho w n). 残りの 2名の患者(R A lとRA 2)で は より多く (- 20本) の
バ ン ドが検出された (Table 7) o 臨床的特徴を比較すると ､ P B L中 に バ ン ド数
の多 い患者 の 方が ス メ ア 一 様パ タ ー ン を示 し た患者より.もR A曜息年数が短かか
っ た ｡ しか しこ の相関を確認する には さら に多くの患者に つ いて 検討する必要が
ある｡
同様の解析をR Aの漁液および滑厳 に つ い て 行 っ た . 病変局所 でGip B Lと比 べ
て より多く の 数の バ ン ドが検出され ､ 滑膜 で は検討した6例会例 の患者 で約2 0-
1 00本 の は っ き りと した バ ン ドが検出され(Table 7)､ 滑液 で は 1例 で多数の バ ン
ドが検出された. 集積 したT細胞ク ロ ノ タイ プのVβ遺伝子 フ ァ ミ リ ー の 使用に
つ いて は偏りは認め られ なか っ た ｡
興味深い こ と に ､ 同 じ滑膿め異なる 2 ヵ 所 より採取 した検体を比破する と いく
つ か の T細胞ク ロ ノ タ イ プはS S･C Pゲル 上 で同 一 の 移動度を示した(S T lとS T 2;
Fig. 1 4)｡ こ の現象は検討 した全て の患者の ほ とん ど全 て の Ⅴβ遺伝子に つ い て
検出された(Table 7). こ の 同 一 の移動度を示すT細胞ク ロ ノタイプの T C Rβ鎖遺
伝子は同じ シ ー ク エ ン ス を示すこ とが予想された の で ､ 塩基配列 を検討した｡
2) 増幅したT細胞タ ロ ノタイ プT C R遺伝子の塩基配列の 決定
S S C Pゲ ル上 で検出された集積 したT細胞ク ロ ノ タイ プ の 塩基配列 に つ い て解析
した ｡ 分廓され たT細胞ク ロ ノ タ イ プに相当する部分の DN AをS S C Pゲ ル より抽
出し､ P C Rに二よ っ て 増幅した. P C R産物を精製後､ cycle s equ encing法 で塩基配列
を決定した ｡ Fig･ 1 5Aに 示 したよう に ､ 各 々 の S S CPゲ ル上 で分離された バ ン ド
は明確な シ ー ク エ ン シ ン グパ タ ー ンを示し ､ ゲル 上 の 1本 の バ ン ドは 1 つ の ク ロ
ー ン に相当する こ とが示唆された｡ さ らに異なる移動度を示したク ロ ノタ イ プに
つ い ても塩基配列決定を行 っ たが､ 同様の結果であり､ S SCPゲ ル 上 で同 一 の移
動度を示すT細 胞ク ロ ノタイ プのバ ン ドは同じ塩基配列を持 つ こ とが示された ｡
S S C P上 で異 なる移動度を示す バ ン ドは異なるク ロ ー ン で あ っ た(Fig. 1 5 B)｡ こ の
こ とはS S C Pゲル 上 で同 一 の移動度を示すT C Rβ遺伝子 は同 一 の ク ロ ノタイ プで
ある こ とを表わした ｡ またS S CPゲル 上 で ス メ ア - な 部分では明確な シ ー ク エ ン
ス パ タ ー ン は得 られな い こ とか ら(Fig. 15A)､ スメ ア - の部分で はT C R遺伝子が
34
A. R Aづ
V即 ∨β8 Vf3.1.0 V即3.･1･ Vβ13.2 V即.6

多様性に富ん でし｢るこ とを反映して い ると考えられたo 他 の患者検体 にお い ても
同様の結果 であ っ た(data n otsho w n)o
3) RA病変局所に共通 に存在するT細 胞ク ロ ノ タイ プの検討
同じ患者の病変滑膿 の異なる2 ヵ 所で増幅して いるT細胞タ ロ ノタイ プ数を比
較した o Table 7に まと め た よう に ､ 2 0- 10 0個 のdo min a ntなVβク ロ ー ン の集墳が
各患者 の それぞれ の滑膜で認め られた ｡ 全患者の各々 の 関節の異なる部位で増幅
した T細胞ク ロ ノタ イプの 60 -1 00%が同 一 の 移動度を示 した . こ の こ と ば60 -
1 00%の T細胞ク ロ ノ タイ プ が両方の部位 に共通に存在して いる ことを表わ して い
た｡ ま た興味ある こ と に は ､ 患者RAl とR A2 のPBLで検出された バ ン ドの8 0-
9 0%は同 一 の患者の病変滑膜 で見られた の と共通 のT細胞ク ロ ノタイプであ っ た .
4) RA病変局所に共通に 存在する T細胞ク ロ ノタイプの第 3相補性決定領域の ア
ミノ酸配列 の検討
病変局所に共通 して 存在するT細胞ク ロ ノタイ プの特徴を検討するため に ､ 患
者R Al に共通に存在する 欄 胞ク ロ ノ タイプが発現 して い るT C Rβ鎖の C D R 3領
域の ア ミノ 酸配列 に つ い て 検討 した｡ 塩基配列より推定した ア ミ ノ酸酷列 を
Table 8に 示 した｡ C D R3 領域に高頻度の グリ シ ン残基 の存在を認めたが ､ 明確
な モ チ ー フ は認め られなか っ た ｡ しか しながらJβ2.1遺伝子が最も多く使用され
て いる こ とが認め られた(13ク ロ ー ン中 7ク ロ ー ン)(Tables). Jβ2.1遺伝子の使
用頻度 の上昇は検討 した もう 1例の患者 でも同様に認められた (da土a not sho wn).
5) RA患者の病変多関節間に共通 に存在するク ロ ノタイ プの検討
RAの 特徴として 多関節の腫脹 ､ 対称性腫脹が挙げられる ｡ すなわち左右の対
称部位に同様の 関節病変が認め られる｡ そ こ で多関節滑膜切除術を行 っ た患者よ
り得られた複数箇所の病変部位に浸潤したT細胞ク ロ ノタイ プに つ い て検討 した｡
そ の結果､ Fig. 1 6に 示 した よう に多関節間に共通 に存在するク ロ ノタイプの存
在が認められた｡
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Table8. Pr edidedamin oacids equ e n c e s&o m a c m m ulatedT cdlclo notype sinthe affected
joint ofpatie ntR Al.
clon e Vβ N-D- ” Jβ
+β
紬 gne nt
1A
l@
13
13
14
14
15
15
16
18
2g
2@
2@
B
.2A
.28
A
B
A
B
A
A
A
伝
C
SALYFCÅS
FCAS
FCAS
SVYFCÅS
TSLYFCA
TSLYFCA
FCAT
LYFCÅT
FCAS
YFCAS
SGFYLCAW
S6FYLCA
FYLCA甘
STGSTi
SL6EG
SYSPL
LGTÅPFR
V6S
ANGRRS
S66RGP
APGLAA
AqVRAP
SLGQGTA
SLRP
SWLG
SGRA甘
NTEAFFGqGTRLTVV
TEAFFGQ TRLTVV
NTEAFFGQGTRLT W
ELFFGEGSRLTV∀
SYNEqFFGPGTRLTVL
GELFF6EGSRLTVL
YNEQFFGPGTRLTVL
NEqFFGPGTRLTVL
YN EqFF6P6TRLTVL
NEqFFGPGTRLTVL
NEQFFGPGTRLTVL
TEAAFFGqGTRLYVL
HEqYFGTR VT
1.1
1.1
1.1
2.2
2. I
2.2
2.I
2.1
2
.
1
2.I
2.I
2.1
2.ア
1 - 3 - 3 考察
我 々 は最近RA患者の滑膜組織に ク ロ ー ナ ル に集積したT細胞の検出をS S CP法
を用 い る こ と に よ っ て成功 した【2 7】｡ 抗原特異的免疫反応は ､ T CRや C D 2 8の よ
うなその他の ア ク セ サ リ ー 分子【71,72】に よ っ て 活性化 されて増殖 したT細 胞を介
して起 こ る と言われて おり､ 滑膜 で のク ロ ー ナ ル なT細胞の増幅も抗原刺激 に よ
っ て 引き起 こされた と考え られるo 実際にP B Lをpurified pr otein deriv ative(P P D)
で刺激してク ロ ー ナ ルな T細胞の増幅を起 こ し た場合､ SS C P解析で はシ ャ ー プな
バ ン ドと して検出されたo こ れ に対し ､ phytohe m agglutininの よう な マ イ ト - ジ
ェ ン刺激を行 っ た場合 に は ス メ ア 一 様の バ ン ドと して検出された【27,4 4】｡ さ ら
に 混合性結合組織病(M C T D)の患者末梢血 で増幅して いる T細胞ク ロ ノタイ プの
いくつ か は MCT Dの 自己抗原 であるU l･ s nR N P Apr otein8こ特異的で あ っ た【3 8】.
そ のう え ､ 増幅した癌浸潤性丁細胞ク ロ ー ンが転移したリ ンパ節で も検出された
こ とか ら､ こ のT細胞ク ロ ノタイ プが癌特異的である こ とが示唆された(第1章第
3 8
1 2 3 4 5 6 78
Ⅴβ8
1 2 3 45.L6 78
Ⅴβ且4
4節)【7 3]｡ もちろん ､ こ れ ら のデ … 夕は抗原非特異的な フ ァ ク夕
-
､ 例え ば接
着分子な どを介した活性化T細胞の 増幅やラ ンダム な浸潤な どを巻き込ん で い る
可能性を残して い る｡
もし滑膜組織内でT細胞が ラ ン ダム に活性化され､ 増殖 して い るな らば､ 同
一
関節内であ っ て も異なる2 ヵ所 の部位で のT細胞ク ロ ノタイプの分布は異な る こ
とが考え られたため ､ 同 一 関節内の異なる2 ヵ 所 の部位 のT細胞ク ロ ノ タイ プを
検討し､ R Aの 病変局所 へ のT細胞の 集積が滑膜 に関連した抗原刺激に 因るもの な
の か を検討 したo シ ー ク エ ン ス 解析の 結果より､ S SC Pゲ ル 上 で 同 一 の移動度を
示す バ ン ドは同 一 ク ロ ー ン であ る こ とが示された(Fi苦一 1 5). こ れ に よ る と ､ R A
患者 の病変滑膜 で増幅 した T細胞タ ロ ノタ イプの 60-1 0 0%は ､ 同 一 関節の異なる
2 ヵ 所 で共通に存在して い た(Table 7)｡ さ ら にP B Lの 検体 では ､ 増幅したT細胞
ク ロ ノタイ プの4 0-1 0 0%が ､ 滑膜で検出され たT細胞ク ロ ノ タ イプと共通であ っ
た ｡ ま た 1例であるが ､ 多 関節間で 比較 した場合に も共通 に存在するT細胞ク ロ
ノ タイ プが検出された ｡ こ れ らの こ とば共通の抗原 に よ っ て T細胞のク ロ ー ナ ル
な増幅が起き､ それら のうちの いく つ か のT細胞は全身を循環 して い る こ とが示
唆された｡
今回の実験で は約3 0- 40個 の共通するT細胞ク ロ ー ンが 2 ヵ 所 の異なる部位に認
め られた｡ P B Lを血 Ⅴ血℃ で 抗原複合体であるP P DとⅠし2の 存在下 で 1週間培養す
ると ､ 5 0個 弱 の ク ロ ー ン が 得 られた【4 4]. こ の こ とか ら､ RA滑膜 で共通 に存在
して い る3 0-40個 のT細胞はかなり限定された数 の抗原を認識 して い ると考え られ
た ｡
･ 興味深 い こ と に同 一 検体 の異なる部位か ら得られた共通 のT細胞ク ロ ノタイプ
は ､ T CRβ遺伝子の CD R3領域に共通 の特徴が認め られた｡ そ こ でT C R Vβ遺伝
子 に つ いて 塩基配列を決定し､ こ れ より ア ミノ酸配列を推定 した｡ 患 者R A lで は
Table 8に 示し たよう に C D R 3領域 に 3 つ の共通 モ チ ー フ が存在する可能性がある ｡
こ れら はG -Ⅹ - G, L Gお よびGRで ある が､ グリ シ ン残基が多い の はす ベ て の T C R
の C D R 3領域 の特徴 で もある ｡ こ れ ら3 つ の モ チ ー フ は 多発性硬化症【7 4】や実験
的 ア レ ルギ ー 性脳脊髄炎[75-78】で見 られる優位なク ロ ∵ ン の 配列とも異な っ て
い た｡ さ らに これらのT細胞で はTC RのJβ2.1遺伝子 の使用頻度が高か っ た(13ク
ロ ー ン 中7ク ロ ー ンが 使用)o こ の よう に C D R3領域の配列 の みな らず､ Jβ遺伝子
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の 使用頻度 に も偏りがあり･＼ RA病変部位で共通 に存在 して い るT細胞タ ロ ノタイ
J
プはか なり限定された抗原を認識して い る こ とが示唆された｡
6名 の患者 の 琵LÅ-haplotypeを見てみると 6人中 3人はH LA - D R4を持 っ て いた
が ､ 残 りの 3人 はHL A- D R l, D R 1 5(2), D R 8ある い はD R 9で あ っ た. こ の こ とはク
ロ ー ナ ル なT細胞の増幅は特定 のH LAに 依存 して い な い こ とを示して いる ｡ さ ら
に集積したT細胞ク ロ ノタイプは､ 種 々 の Ⅴβ遺伝子を使 っ て い た こ と より､ ス
ー パ ー 抗原の影響はばとん どな いか ､ あ っ た として もわずか であると考えられた .
1 - 3 - 4 # &
慢性関節リ ウ マ チ患者 におけるT C Rク ロ ノタイ プに つ い て RT･P C R/S S C P法を
用 いて 検討 した｡ 慢性関節リウ マ チ患者より末梢血､ 関節滑液ある い は関節滑膜
組織を採取し､ 検体中に存在するT細胞タ ロ ノタイ プに つ い て解析 した ｡ 滑膜組
織 にお いて 顕著なT細胞の 集墳と､ 限定されたT細胞 の ク ロ ー ナ ル な増幅が認め
られた｡ さ ら にS S CP解析 の結果､ 同 一 の 移動度を示すバ ン ドが同じ雁息関節の
異なる部位より検出された ｡ こ れら の バ ン ドに つ い て塩基配列を決定したとこ ろ､
同 一 の 移動度を示すバ ンドは同 一 の 塩基配列を示した こ と より､ 同じク ロ ー ン で
あ る ことが判明した ｡ 6名 の 患者に つ い てS S C P解析 したと こ ろ､ 集積 したク ロ
ー ン の60-1 00 %が異なる 2 つ の部位で同 一 の 移動度を示 したo こ の こ とはT細胞
ク ロ ノ タイ プが篠患関節内で共通に存在する こ とを示した ｡ また多関節間で共通
に存在するT細胞タ ロ ノタイ プも検出された ｡ こ れ らの増大したT細胞ク ロ ノタ
イ プのT C Rβ鎖 ではJβ2.1の 遺伝子が優位に使われ て い た｡ Jβ遺伝子は抗原認
識 に重要な役割を果たす部位 である こ とから､ こ の遺伝子が優位 に使われ た こと
はかなり限定された抗原が関与して い る可能性を示した｡ これらの結果より､ 慢
性関節リウ マ チ の 患者 の中 で起きてい る免疫反応はラ ンダム で はなく､ か なり共
通な刺激に よ っ て起 こ されて い る こ とが判明した｡
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第 4節 健常人およびサ ル コ イ ド ー シ ス 患者の肺 に集積したT細晦タ ロ ノタイプ
の解析
サ ル コ イ ド ー シ ス は ､ 全身性非悪性疾患で ､ 未知の抗原 に対する免疫反応が こ
の 疾患の 発症 に重要な役割を果た して い る の で は な い か と推測されて い る[7 9-
89]. 少なくとも9 0% の サ ル コ イ ド ー シ ス の 患者 に は肺症状が見られる【80]. 肺で
はサ ル コ イ ド ー シス の 病変局所 で リ ン パ 球の活性化や増幅が起こり【90】､ 疾患 の
活動度と肺中 の T細胞 の増殖が相関して い る[叫 ｡ これ らの こ とより限定された
T C Rレ バ トア を持 っ たT細胞が こ の疾患 に重要な役割を果たして い る と考え られ
て い る . サ ル コ イ ド ー シ ス の 肺 に お い て の V遺伝子 レ バトア に つ い て は いく つ か
の 報告がなされ て い る【9 ト.9 7]が ､ こ れら の 結果はそれぞれ の報告で
一 致 して い
な い . さ らに ､ V遺伝子 の レ バトア使用頻度に つ いて は患者 の 一 部 で しか行われ
て おらず､ 全点者 に つ い て は解析されて い な い【91,9 3,95】｡
もう 一 つ の 問題点は方法論的限界である｡ 今 ま で の T C Rの Ⅴ遺伝子 の使用頻度
の検討では､ Ⅴβ 8や Ⅴγ 9な どい っ たあるⅤ遺伝子 フ ァ ミリ ー に 対する モ ノク ロ
- ナ ル抗体ある い は各Vβ フ ァ ミ リ ー の特異的なprim e rの セ ッ トを用 い たP C Rな
どが行われて きた【9 1- 9 7]｡ こ れ らの方法 で は モ ノ ク ロ - ナ ル 抗体およびs e n s e
prim e rはV遺伝子中の 限られた領域､ 通常はC D R 2領域に しか認識あるい は反応で
凄ず､ N ､ D､
､
Jな どの 他の領域 の微妙な変化が検出 できなか っ た【91-97]o この た
め ､ T C R.
Ⅴ遺伝子 のク ロ ー ン レ ベ ル で の解析は進ん で い なか っ た ｡
そ こ で ､ 最近 開発 したT細 胞ポピ ュ:レ ー シ ョ ン 中の T細胞ク ロ ノ タ イ プ の 検出
法【2 7]を用い て､ 健常人 と活動期 の サル コ イ ド ー シ ス 患者の肺 のT細胞におい てT
細胞ク ロ ノタイ プを検討した. そ の結果､ ある種 の フ ァ ミ リ ー に は限定されない
Ⅴβ遺伝子を持 っ たか なりの 数の 欄 胞が健常人 の肺 でも観察され ､ こ の ク ロ ー
ナ ル な増幅はサ ル コ イ ド ー シス 患者の肺で より多様にそ して激しく認め られたo
1 - 4 - 1 実験材料と方法
1) 臨床検体
･肺バ イ オ プシ ー および気管支肺胞洗浄を含む診断基準【79182,87]に基 づき診断
された肺サル コ イ ド ー シス 患者･7名より検体を採集した. こ のうち6名は肺の X
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線据影所見より肺門リ ンパ 節腫脹を伴 っ た広汎性の肺実質 の病変が認められ､ 1
名 は葡萄膜炎を起こ して い たが ､ Ⅹ線撮影か らは肺に ほ異常は認め られなか っ た ｡
肺実質における非乾酪化類上皮細胞の肉芽腰は経気管支肺 バ イオプシ ー に よ っ て
全例 で 認め られた o
6 7
Gaス キ ャ ンを行 っ た 5 例で は全例とも陽性 で あ っ た ｡ 気
管支肺胞洗浄液(br o n choalveolarla v age:BA L)と血液は患者のサル コ イ ド ー シ スの
診断の ため の検査時に採取 したもの を使用したo 患者群 の特徴をTable 9に 示し
た｡ 尚 ､ こ の 研究以前に は どの患者もコ ルチ コ ス テ ロ イ ドや他の免疫抑制剤は
使用して い なか っ た ｡ コ ン トロ ー ル と して ､ 今まで に通常 の検査 で は過去 に肺病
歴がなく ､ 正 常な肺Ⅹ線所見を示した健常人 5人を用 い た｡ これ らの健常人は研
究前の 2 ヵ 月 は上気這および下気道に感染を起こ して はい なか っ た. 全患者およ
びボラ ンテ ィ ア に対 して は イ ン フ ォ ー ム ドコ ンセ ン トをと っ て行 っ た 0
2) B A Lと血液検体の 単離
B A Lは通常 の方法【9 8]を若干改良した方法により調製したこ簡潔 に述 べ ると ､
3 7℃ に加虚した滅菌生理食塩水を初め2 0ml､ つ い で5 0mlで 3回 (全量 1 70ml)
を気管支フ ァ イ バ ー ス コ ピ ー (Olympu stype B F20, オ リ ン パ ス 株式会社､ 東京､
日 本) を用 い ､ 右B 5領域 に濯流し､ 湾流終了後直ち に ゆ っ くりと濯流液を吸引
して 回収した｡ 最初 の2 0 mlは気管支洗浄液とは別に保存し､ 解析 に は使用しな
か っ た ｡ 5 0 m1 3回 の 洗浄より得 られ た細胞は､ 滅菌ガ ー ゼ で 洩過 して残浮を除
き､ 1 500rpm で1 0分間遠心し回収し､ さら に H BS S(G IB C O B RL, G ai therbu rg,
M D) で2回洗浄 した . 細胞数を計算 した後､ 一 部を フ ロ ー サ イ トメ ー タ ー で 解析
し た｡ 2Ⅹ 1 05細胞を各 モ ノク ロ - ナ ル抗体 (Leu 4, 3aおよび2a) で処理した｡
Table 9で 示 したよう に サ ル コ イ ド ー シ ス の 患者 では ､ 総細胞数､ リ ンパ 球 の 割
合､ お よびC D 4/ CD 8の 比率が上昇して い た｡ フ ロ ー サイ トメ ー タ ー 解 析 にお い
て残 っ たB A L細胞 (≦1 06) を次の実験 に用 い たo P B LはFic oll- Hypaqu e密度勾配
遠心法で分離し､ 直ちに実験に用い た｡
3)P C R増幅およびS S C P解析
細胞か らのtotalR NAはA G P C法【68】で 調製した. R N A(1･4 FLg) は2 00 Uの
r e ver se tr a n s cripta s e(SuperScript, G IB C O B R L)ir ando mhe x am er oligo n u cle otide
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Table9. Char a cteristics ofstudy popAntio n s
a
Healthy c o ntrols Sarcoidosis patients
(A=5) (n=7)
Age&ea s)
Sex
Sm o女ing
% V C(% predicted v abe)
F E V l %
PaO2(hH nHg)
PaC O 2(h mHg)
Cbest ndiogra坤
Bihnar aden opathy
Paren chymal in v olv e m ent
A C EPJ/mi)
P A La nalysis
Total ddlco u nt(x 10
5/mi)
differentials(%)
Macrophage
Lym pho cyte
NeⅥtropllil
Eosinopha
CD 4/C D8ratio
32.8 ± 7.5
F 2, M 3
S 2, N S 3
98.3 ± 3.7
86.3 ± 3.1
98.1 A: 10.6
44.3 ± 1.0
N D
1.9 ± 0.5
85.0 ± 3.6
ll.3 士 1.6
2.8 j: 2.0
0.9 ± 0.2
0.77 ± 0.2
45.0 ± 6.5
F 6
,
M I
S 3
,
N S 4
86.3 ±10.0
80.5 ± 3.9
80.6 A: 6.8b
42.2 j= 0.5
25.0 ± 3.5
3.1 ±0.6
59.5 ± 6.8
35.7 ± 6.3
b
3.0 ± 1.7
1.9 ±0.7
l l.8 ± 5.4C
a Data are sho wn as m e an valtle± S E M
bp<o.o5
c
p<o･oI
V C, vitalcapachy
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p由me r(100pm ol, G IBCO B R L) を用 いで42 ℃ で2時間反応してcD NAに 変換 した.
才% のcD N Aを各Ⅴβprim erとbiotin化Cβprim e r(50 FE m Oげ つ) の セ ッ ト とそれぞ
れ混合 し､ 200Flu .dN T Pと1 U Taq polym er as e(Pr o m ega Co. , M adis o n, W I)の存
在下で3 5サ イク ル (94 ℃ 1･5分 ､ 60 ℃ 2分､ 7 2 ℃ 3分)Perkin掘Im e rCettlS
the r m o cyle r (No r w alk, C T) でP CRを行 っ た o 増幅 したD NAはde n atu r atio n
s olutio n(95 %for m amide, 10 m M E D TA, 0･1% br o m ophe n ol blu e, 0.1% Xyle ne
cya n ol)で1/20に希釈 し､ 9 0℃で 3分間熟変性を行 っ た ｡ 希釈 した検体2FLlを1 0%
グリセ ロ - ル を含有 した非変性5% ,polya crylamide gelで 電気泳動したo ゲ ルは
35W 定電力 で 2時間泳動 した ｡ 泳動後 ､ DN Aを ナイ ロ ン膜 (Im m obilo n- S,
M illipo re lnter-te ch, Bedfold, M A)8こ転写 し､ str cpta vidin, bio 血化alk alin e
pho sphata s eお よび化学発光基質(Flex Chemi lumin e s c e n c ekit, Millipor elntert6 Ch)杏
用 い て検出した ｡ Ⅹ線 フ イ ル ム に検出されたバ ン ド数 は 3人 に よ っ て それぞれ計
数し､ 結果 に つ い て 合意するま で討議した｡
4) 統計解析
2グル ー プ間 の デ ー タ に つ い てS tudentのt-te stとn o n-i-te stで 解析した ｡ p倍が
0･0 5以下を統計学的に有意と判定した｡
1 - 4 - 2 結果
1) 健常人コ ン トロ ー ル に おけるT細胞ク ロ ノタイプの解析
P(:A-S S CP解析の結果をFig. 1 7およびTable lOに 示した｡ 明確 なバ ンドはT細
胞集団の 中で増幅 して い るT細胞クロ ノタイプを表わして い た. 健 常人のP B Lで
は10か ら40本 の明確 なバ ン ドが得られた｡ こ れらの バ ン ドは1 0個以上 のⅤβ フ ァ
ミ リ ー に わた っ て おり､ 特定の Vβ へ の 偏りも見られなか っ た ｡ この グル ー プで
の 明確な バ ン ド数 の平均 は25.3±7.2 ( 平均± 標準誤差) であ っ た ｡ 健常人の
BALで はP BLよりもず っ と多くの T細胞ク ロ ノ タ イプの集積が ほとん どす べ ての
Ⅴβ,フ ァ ミリ
ー に わ た っ て 見 られた ｡ 健常人BAL中の バ ンド数の平均は62･8±5･2
で あ っ た ｡ こ の グル ー プにお い てP B LとBAL申丁細胞の バ ン ド数に つ い て 明 らか
な遵い が認 め られた(p<0. 01)0
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2) 肺サ ル コ イ ド - シ ス 患者におけるT細胞ク ロ ノタイ プ解析
サ ル コ イ ド ー シ ス患者の末梢血 における解析で は ､ 健常人と類似したパ タ
ー ン
の 明確な バ ン ドの集積が見 られた｡ バ ン ド数 の平均は25･ 0±6･2で あ っ た o しか
しP B L
.
に 比較 して顕著な バ ンド数 の増加が ､ す べ て のVβ フ ァ ミリ
ー にわ た っ て
B A LのT細胞 で 認め られ た o 特定 の Ⅴβ遺伝子や コ ン ト ロ - ル に対する特異 的な
バ ン ドの優位性は認められなか っ た(Table 1 0). バ ン ド数 の平均値 は90･0±6･6で
あり､ PBLと肺中T細胞間 で統計学的に明らかな違 いが認め られた(p<0･01)0
4) 健常人とサ ル コ イ ド ー シ ス 患者間で の ク ロ ナ リ テ ィ ー の 相遵点
各群 におけるPB LとB A L中のT細胞間 のク ロ ナ リテ ィ ー の 相関をFig･ 18に 示し
I
た ｡ P B Lに おける明確なバ ン ドの数で は健常人と肺サ ル コ イ ド ー シ ス 患者 との 間
に 明らか な差は認 められなか っ た ｡ 一 方 ､ 肺中 の T細胞に 関して は健常人 と患者
の 2群間で顕著な差が認 め られた(pく0･ 01 2)0
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and patie nts withpulm onary s ar c oido sis(right). M ea nvalu es a re pre s e nted a s abar･
In both gr o ups, a s lgnifi払 nt differ e n c e w asdete cted betw e e nP B La nd B A L
●
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lungT c ellsbetw e e nhe althy c o ntr ols a ndpatie nts withs arcoido sis(p<0･ 0012)･
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1 - 4 - 3 考察
健常人およびサ ル コ イ ド ー シ ス 患者 の末梢血と肺洗浄液(BAL)中のT細晦クロ ノ
タイプに つ い て解析した ｡ 健常人のP BL中の バ ン ドの数は以前 の報告【27]よりも
多く検出された｡ こ の こ と は主 に検出系の感度 の 改善によると考えられた｡ 同 一
の 検体から調製 したR N Aの 量を変え て換甲して得られた結果 に つ いて 比較した ｡
検出できたバ ン ドの数は ､ 1Ⅹ105細胞以上から得 られたR NAで検討する限り差は
認められなか っ た(da也 皿OtS血o w n)｡ したが っ て ､ バ ン ド数の差は検体中の検出で
きるT細胞ク ロ ー ン の 数を反映し､ 検体中のT細胞の数を単に反映して い る の で
はなか っ た ｡
注目す べ き こ と に ､ 健 常人で さえ肺の 中 ではある程度 の T細胞の ク ロ ー ナ ル な
増幅は認め られ た｡ こ れに つ い て は2 つ の 可能性が考えられた｡ 1 つ は正 常な肺
で も外部ある い は領域的な環境から の外来抗原 に よ っ て T細胞集団が刺激され､
活性化され て い る可能性 である . 現時点で は こ れ らの集積したク ロ ー ンが 新 しく
活性化され､ 増幅した細胞なの か ､ それともメ モ リ ー 細胞 と して存在して い た細
胞なの か はわか っ て い な い ｡ もう 1 つ の 可能性は これら のT細胞は肺で ラ ン ダム
に増殖 したかもしれな い と いう こ とである ｡ これ らの集積 した細胞の特徴 の解析
に は､ C D 4/ C D 8陽性細胞な どの細胞 の分布や塩基配列の決定などの さ らなる研
究が必要と考え られた｡
肺サ ル コ イ ド ー シス は肺 へ の 顕著なT細胞の集積が特徴 であり､ これ らの細胞
は疾患の過程 で何 らか の 重要な役割を果た して い る と考えられて いる【7 9-89]｡
今 回q)解析 で はサ ル コ イ ド ｢ シ ス 患者の 肺で の T細胞ク ロ ノ タイプ数はP B Lに 比
較して 顕著に増加して い た . こ の こ とはサ ル コイ ド ー シ ス 肺で は､ T細胞は､ 末
梢血か らの受動的な増殖と いうよりも病変部位で刺激 に反応して増幅して い るこ
とを示 して いる ｡ こ の 結果は､ 以前 に報告されたサ ル コ イ ド - シ ス の肺 で はT細
胞はそ のT C Rを介して新しく活性化されて い た という報告と 一 致 した【90].
健常人の 肺とサル コ イ ド ー シ ス 患者の肺で は検出された バ ンドの数が明らかに
異な っ た(Fig. 1 0)｡ ほ とん どの ケ ー ス で ､ 検出されたバ ン ドの数はⅤβ フ ァ ミリ
ー
.･にかかわらず､ 健常人の バ ン ドの肺に比 べ てサ ル コ イ ド
ー シス 患者の肺 で は多
か っ た . こ の こ とか ら ､ サ ル コ イ ド ー シ ス 肺で増加.して い るT細粒ク ロ ノ タイプ
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は疾患 の 過 程 と関係がある こ とが判明した｡
それ に加え て ､ こ れら の増幅したT細胞ク ロ ノ タ イプはⅤβ1か ら2 0の フ ァ ミリ
ー の ほ とん ど全て を用 い ており､ ある限られ たVβ フ ァ ミ
l
リ ー
■
の み を用 い る こと
ばなか っ た｡ 以前 のT C RO V遺伝子 の研究 で は ､ 患者 のサ ブグル ー プで は 限定さ
れたV遺伝子 の使用や偏 っ たⅤ遺伝子 の使用が ､ α 鎖【94]､ β鎖【91,96,97]､ γ 鎖
【92,93]お よぴ 6鎖[92,93,9 5]に つ い て 報告され て い た ｡ こ の ような サ ブグル ー プ
で は限定されたⅤ遺伝子 の使用は疾患の進行に重要な役割を果たして い る可能性
が強 い｡ しか しな が ら､ 今 回の結果 で は増幅したT細胞はより広 いⅤβ フ ァ ミ リ
ー にわ た っ て おり ､ サ ル コ イ ド ー シス の 肺で の免疫反応はも っ とず っ と複雑 であ
る こ とが明らか とな っ た ｡
もち ろん ､ サ ル コ イ ド ー シ ス の 肺 に集積 して い る全て の 欄 胞が疾患と関係し
た抗原 に特異的で はな い ｡ しか し､ こ れ ら のうち の いく つ か は抗原特異的に肺に
集積したもの と考えられる . それ に加え ､ サ ル コ イ ド ー シ ス の肺 で炎症が進行し
たとき､に ､ ポ リク ロ ー ナ ルな B細胞の 活性化を起 こす いく つ か の サ イ,トカイ ン の
に よ っ て T細胞 の抗原非特異的な活性化と増殖が起 こ る【9 9,1 0 0]. そ して炎症 に
よ る組織破壊 に よ っ て 新 た な抗原が作られる【101】o サ ル コ イ ド ー シ ス の 発症は
大抵サイ レ ン ト であり､ 診断時 に は病状は確立されて おり､ 組織中で の免疫反応
･は完全 に進行して い る ｡ そ れゆ え ､ 今回の 方法 で は検出されたT細胞ク ロ ー ンは
こ れ ら の ヘ テ ロ なT細胞集団を反映 して い る と考え られ た｡ さ らに健常人の肺 の
解析給果か ら ､ サ ル コ イ ド ー シ ス 肺 に集積したT細胞や B A Lに よ っ て得 られたT
細胞の全 て が疾患 に関与 したT細胞 で はな い こ とが強く示唆された ｡ 言 い換えれ
ば､ B A Lを用 い た研究で は肺 にク ロ ー ナ ル に 増幅した疾患とは無関係なT細胞の
偏りを見て しまう可能性が存在すると いう こ とである ｡ 従 っ て ､ こ の 全身的な疾
患 に つ い て の未知な病因 に つ い て 解明する ため に は ､ 増 幅 したT細胞や疾患 の活
動期の あとに消え て いくT細胞に つ い て 同定して いくこ とが さ らに必要 であり､
こ の こ とが サ ル コ イ ド ー シ ス の 病態生理学で重要な役割を果たす と考え られた｡
1 ⊥ - 4 - 4 要約
. サ ル コ イ ド
ー シ ス に代表される免疫性肺疾患 の帝因として ､ 肺で のT細胞の集
積や活性化は重要な役割を果たして い ると考えられる ｡ そ こ で健常人 5名 と活動
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期の肺サ ル コ イ ド
- シ ス 患者 7名の 末梢血と肺気管支洗浄液(BA L)中に存在する
T細胞ク ロ ノタイ プに つ いて R T- P C R/S S C P法 で解析したo 健常人およびサ ル コ イ
ド - シ ス患者 いずれの 末梢血で もいく つ か のク ロ ー ン の増大が認められた o
■
いず
れの グル ー プも肺洗浄液中には末梢血と比較して多くのT細胞ク ロ ノタイ プの集
積が認められた (健常人: 末梢血25･3 ± 7･2 v s肺洗浄液62･8 ±5･2; サル コ イ
ド - シ ス : 末梢血25.0 ± 6･ 2 vs 肺洗浄液9 0･0 ± 6･6) o サ ル コ イ ド ー シ ス 患者
の肺で は健常人 コ ン ト ロ ー ル に 比 較 して さ らに多くのT細胞タ ロ ノ タイプの集積
が認められた ｡ こ れ らの集積したT細胞クロ ノ タ イプはす べ て の Vβ フ ァ ミ リ
ー
で 見られ ､ 特定 の Vβ フ ァ ミリ ー へ の 偏りは認め られなか っ た . こ れ らの結果よ
り､ 健常人 の肺 で も了知胞ク ロ ノ タイプの集積は認め られたが ､ サル コ イ ド
ー シ
ス の 肺におけるT細胞ク ロ ノタイ プの集横はより顕著であり､ また多数のⅤβフ
ァ ミリ ー に わ た っ て集積が起きて い たこ と よりT細胞は病変局所 で活性化されて
集積し て い るこ とが判明した｡
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第 5節 ヒト固形癌 に集績 したT細胞タ ロノ タイプの解析
ヒ トの固形癌には多量 の癌浸潤リ ンパ球(tu m o rinfiltr ating lympho cytes; T IL)が
存在して いる という報告が ある【10 2-1 06]. しか しなが ら､ こ の よう なTILに つ い
て の直接的な解析 は､ TILの単離､ 分離および定義が困難 なため行われ て いな い .
そ れゆえ ､ TI Lが 非特異的な炎症性細胞な のか ､ それ とも宿主 に よる抗原特異狗
免疫反応に よる サ ブセ ッ トを反映して いる の か は不明 である ｡ 今ま で に行われて
きた 実験か ら ､ 単離さ れて 間もな い ヒ トTILは a u
■
tologo u sそ し て ､ あ る い は
aloge nicな癌 に対 して 弱 い殺細野性を示すが ､ N K活性はなく､ ま た種 々 の マ イ
ト - ジ ェ ン刺激 に対する細胞増殖性は落ちて い る こ とが知 られて い る【107- 110]o
こ の活性 の減少 の説明として は ､ T mの 機能を阻害するサプ レ ッ サ ー 細胞 や フ ァ
ク 夕 - の存在が示唆され て いる【11 1-11 4]o TILをI L- 2の 存在下でjB ア1
'
t710で 増幅し
て 機能 が 解析 され たが ､ 少 な くと も こ れ ら の 細胞 は 部分 的 で は あ るが ､
a utologo u sな癌細胞に対 して殺細胞性が上昇 して い た【115-1 18】｡ また ､ こ れ らの
細胞がオリ ゴク ロ ー ナ ル に 増殖する こ とも報告され て い る【119-1 21】｡ しか しな
が ら､ Ii- 2増殖性細胞は培養中のラ ン ダム な増殖の様な)
'
n v 血 oの ア ー ティ フ ァ ク
ト である可能性 も考えられ る. 実際に､ 1
.
n S血 で は通 常はN K細胞は ごく限られ
た数しか存在しな いが ､ あ る種 の癌細胞で はI L,2増殖性TILの大部分がNK細胞か ､
あ るい はM H C非拘束性C T Lで ある【12 2】｡ それゆえ ､ 血 Ⅴ 如 で痛特異的な局所的
反応が存在する のか を見極める こ と は重要な こ と である｡
一 般 的にT細胞は T C Rに よ っ て 明確なク ロ ノタイプを示 し､ そ れ ぞれの ク ロ ノ
タ イ プ は抗原特異 的免疫反応を行 っ て いる ｡ そ こ で ､ 子宮癌と卵巣癌 の患者 より
摘出した癌局所 ､ 固形癌周辺 の リ ン パ 節 お よ び末梢血 か らの検体 に つ い て R T-
P C R/SS C P法 でT細胞タ ロ ノタイ プに つ い て 検討 した ｡ そ の 結果T IL中に明確なT
細胞ク ロ ノタイプの集積を認め た ｡ そ して集積 したT細 胞ク ロ ノタイ プの数およ
び存在部位は癌 の浸潤や転移の ス テ ー ジとの相関が ある こ とが示された.
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1 - 5 - 1 実験材料と方法
1) 臨床検体
病疫潤リ ンパ 球(耶 L), リ ンパ 節(u 吋)および末梢血(P B L)は1 0人 の卵巣癌ある い
は子宮癌の患者 より手術時に摘出したものを用い た. 各々 の 病巣 の位置や ス テ ー
ジはTable llに 示した とおりであるo これ らのうち5人は早期癌であり､ 患者1-3
は腹痛 ､ 患者4と5は扇平上皮癌で ､ い ずれの患者 でもリ ンパ節へ の転移は認めら
れなか っ た ｡ 患者6と7は中期癌の患者 であり､ 近位の組織や数個の リ ンパ節に癌
細胞の 浸潤が認め られた o 患者8 -1 0ほ進行癌 であり､ 多数の リ ン パ節 に癌細胞の
転移が認め られた｡
2) T細胞ク ロ ノタイ プの解析
T C Rβ鎖の クロ ノタイプの解析はR T-P C R/SS C P法【27]に より行 っ た . 各検体
よりtotal R N AをAGPC法【68]で 抽出し､ 2 -4 jLgをre v e r s etr a n s cripta s e(Supe r-
scriptII, B RL)とr ando m he x a mer oligo n u cle otide prim e r(10 0pm ol, B RL)を用い て
cD NAに 変換､ 2% のcD NAを各Ⅴβに対応するprim e r (50 pmoりと biotin化Cβ
prime r(50pm ol)でP C Rを行 っ て増幅した. P C Rは2 00p M dN T P､ Taq polym
◆
e-
r as e(pr o m ega co.)の 存在下9 4℃ 1二5分､ 60℃ 2分､ 7 2℃ 3分を35cycleで 行 っ た .
増幅したDNAはden atu r atio n s olutio n (95 %fo r m a mide/ 10 m M E ロTN O･1%
br o m ophe n ol blu e/0. 1% xylene cya n ol)で希釈､ 90 ℃で2分間熟変性 した後､ 10 %
glyc e r olを含む非変性 5% polya cryl弧ide gelで 電気泳動 した｡ 泳動終了後 ､ D N A
をナイ ロ ン膜Im m obilo n-S に転写し､ str epta vidin, biotin化aikal*e pho sphata s eと
chemi lu mine - s c e nts ubstr ate(Lu mige nP P D)を用い てD N Aの 検出を行 っ た o
3) ダイ レク トシ ー ク エ ン ス
目的の バ ン ドと 一 致す るS SCPゲ ルの 一 部を切り出し､ T E･1(10 m M Tris
･
H Cl/0.1 m M E D r A(pH 8.0))に マ イクロ チ ュ ー ブ中で浸し､ 80 ℃ 20分加熱して ､
D NAを抽出した . こ の上清5plを用い て セ カ ンドPCRを55cyclcで行 っ た o 増幅さ
れたD N Aのs equ e n cingはVe nt (ex o-) Taq polym er a s e(Ne w Engla nd Bioh bs,
Be v erly, MA)を用い たcycle s equencing法 で行 っ たム こ の 反応物は6 % 変性poly
-
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a cryl封nidegelで 電気泳動 し､ 解析した o
1 - 5 - 2 結果
1) 癌患者の病変局所､ 周 辺組織､ リ ン パ節およ, び末梢血 に集積したT細胞ク ロ
ノ タ イプの解析
悪性腫癌患者より得られた検体中 の T細胞ク ロ ノタ イプを解析する ため に ､
T C Rβ鎖の C D R 3に 対するR T- P C R/S S C Pを行 っ た ｡ 痛点者 における解析 の典型的
な例をFig. 1 9に 示 した｡ 癌局所 に は顕著なT細胞ク ロ ノ タイ プの集積が 認め られ
た . 転移 の無 い L Nで は スメ ア - 状であ る が ､ 転移の 認 め られた L Nで はT細胞ク
ロ ノタイプの集積が見られた｡ 他の患者を含め て の詳細な解析をFig･ 2 0に示 し
た . Table l lに は1 0人の患者たおい て明確に出たバ ン ドの数をま とめ た. Fig･ 2 0
お よびTable l lで 示されたよう に ､ 病理学的にL Nに 明らかな転移が認められない
患者1-5か らの P B LやLN の 検体は ス メ ア - 状の パ タ ー ン を示 した. こ れら の検体
の なか にも数本 の バ ン ドが検出されたが ､ こ の ような パ タ ー ン は健常人のPB Lで
も時々 見られる[27,44]. こ れ に 対 し ､ TILで はは っ きりとス メ ア - 中 に明確なバ
ン ドが検出された ｡ ネ ガテ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と して ､ 良性 の 子宮筋腫の患者より
摘出された検体を解析したが ､ こ の検体 では は っ きりとしたT C Rの バ ン ドは得ら
れなか っ た(da也 n ot sho wn)｡ 子宮内膜癌である患者6で は､ 病理学的に は子宮筋
層 に浸潤が認め られたもの の ､ L Nに は転移は認め られなか っ た ｡ こ の 患者の検
体 では ､ 子 宮内勝と同様に子宮筋層 でもは っ きりと したT細胞タ ロ ノ タイプの集
･積が認め られたが ､ L NとP B Lで はT細胞 の集積は見られなか っ た ｡ 患者7で は転
移の 疑 い のある右外腺骨節に TI Lよりは数は少な い が TI Lと同様のク ロ ノタイ プ
の 集積が見られた｡ しか し､ 子宮周囲の L Nで 明らか な転移 の見られなか っ たL N
で はク ロ ノタイ プの検出はされなか っ た｡ さ らに ､ 進行癌の 患者8-10で はTILの
み ならず､ LN ､ PB L
'
8=多数の明確な バ ン ドが検出された｡ こ れ に対 し､ 転移が
見 られな い場合は ､ 周囲の LNやPBLにもク ロ ー ン レベ ル で嘩出できるようなT細
胞 の反応は見られなか っ た ｡ そ の うえ ､ Ⅴβ の使用 に は偏りも認め られなか っ た
(Table ll and data n ot sho w n). これ らの結果から､ )
'
D ア1
'
joで癌 に対する抗原特異
的免疫反応が起 こ う て い る こ とが明らか
.
とな っ た ｡
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3) 異なる部位 に共通に存在するT細胞ク ロ ー ン の 同 一 性の 検討
患者 の異なる部位か ら採取した検体 で しば しば 同 一 の 移動度を示す バ ン ドが検
出され た(例えば､ F ig. 2 0の 患者6のVβ6のT lとT2､ 患者9の Vβ1 4やVβ1 9のT l,
T 2
,
L lとL 2) . 同 一 の クロ ー ン か ら増幅されたD NAはS S C Pで 同
一 の移動度を示
す こ と ば知 られ て いる【2 6,2 7]｡ こ の こ とを確認するため に ダイ レ ク ト シ
ー ク エ
ン シ ン グ法 で同 一 の 位置に現われる バ ン ドに つ い て 塩 基配列 を検討 した . S S C P
上 で シ ン グル バ ン ドと して 検出される バ ン ドはか なりは っ きりした シ ー ク エ ン ス
パ タ ー ン を示し ､ シ ン グル バ ン ドが 1 つ のT細胞ク ロ + ン で あ る こ とを示した o
さ らに同 一 の 移動度を示した バ ン ドは同 一 の シ ー ク エ ンス を示し､ 同 じク ロ ー ン
で ある こ とが確認された(Fig. 2 1)｡ こ の ことか ら ､ 同 一 の T細胞ク ロ ノタイ プが
t
患者の 他の部位 にも存在する こ とが示された ｡
1
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Fig･ 2 1･ Dir e ct s equ e n c mg ofa ∝ um ulated T c ellclo n otype s observ edin patie nt9･ T
●
c ellclo n otype m es s age sdete cted inthe SSC Pgelw er e e xtra cted a nd占ubmittedtothe
s e c o nd a mplificatio n by P C R. T he a mplified D N Aw as s ubje cted to the dir e ct
s equ e n c ing m ethod･ The a rr o w sin fig･ 19 indic ate the po sitio n o nthe baJlds fo r
■
s equ e n cing･ 1, T lof Vβ1 1;2, T 2of Vβ1 1,;3, Tl of VβI4;4, T 2of Vβ1 4;5, T I
ofVβ19, a nd 6, L lof Vβ19.
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1 - 5 - 3 考察
TILのphenotypeの 検討より､ これ らのうちの か なりの細胞が活性化抗原を発現
して いる こ とが明らか とされて い た【1 23】｡ しか しな が ら ､ 推定される癌関連抗
原 に対するT細胞関与の免疫反応を証明する こ と は困難であ っ た【12 4]｡ 少なくと
も部分的に はI L･ 2増殖性T ILがa utologo u sな癌に対して殺細胞性を示すが ､ こ の 感
作は1
'
B y l
.
VOで も起きる の か ､ そ れとも培養実験だか ら見られる のか は不明である.
あ る種 の癌で はTILは ア ナ ジ ー の状態である こ とも示唆されて い る.
TILはオ リ ゴク ロ ー ナ ル な細胞集団な の か ､ それ ともポリク ロ ー ナル な集団な
の か に つ い て もわか っ て い な い . Fishlede rらは癌部位に存在するリ ンパ球の 集団
はSo uther n blot hybridi盈tio nで 検討した結果ポリク ロ ー ナル であ ると報告して い
る【11 9]o So u rhe r nblot hybridizatio nで ク ロ ー ン をバ ン ドを検出する方法が1 つ の
ク ロ ー ンか ら少なくとも数 パ ー セ ントま で増幅した細胞で な い と検出 で重な い程
に 感度が低 い にもかかわ らず､ TILをI L-2存在下 で15か ら26日間培養するとオリ
ゴ ク ロ ー ナ ル なT細 胞 の 増幅が認め られ た . 最近 ､ Nittaら により ､ メ ラ ノ ー マ や
悪性グリア細胞腫 で限定されたT C R可変領域 (V α 7) が発現する こ とが報告さ
れた【12 5,12 6]. TILに おけるオ リゴ ク ロ ー ナ ル なⅤβ遺伝子 の発現も報告されて
い る【1 21,1 2 7]. しか し ､ 特定あv α やVβ遺伝子を発現 して い るT細胞 の集葡が
a utologo u sな癌 に対する特異的な免疫応答を必ずしも示 して い るわけで は ない ｡
今 回の実験 で は新し い T細胞ク ロ ノタイ プの 検出法を用い て 癌部位に 明確なT細
胞 の集積を見 い 出 した ｡ 近年､ Fe r adiniに よ っ て も､ 1 例の 悪性メラノ ー マ で
PC R産物の 塩基配列 の解析か ら癌部位にク ロ ｢ナ ルなT細 胞集団が増幅して いる
こ とが報告され た【12 8]｡
典型的な免擾反応に 関与して い るT細胞を限界希釈法で解析するとこれ らの存
在は103か ら1 04 に 1個 である . TILのうち殺細胞性の前駆細胞P比率は数千個に
1個 と言われて いる【12 9,1 3 0]. R T- P C R/SSPP法 で は正確な感度を検討する の は
困難であるが ､ いく つ か の基礎検討より､ 数千個に 1個の ク ロ ー ンが 存在すれば､
バ ン ドとして検出できる【27]. 実際に多様なT細胞集団を抗原で刺激して)
.
n v1
'
vo
と 同様に血 ア1
'
fT Oで もバ ン ドとし て検出して いる【27,4 4]. 今回の患者の検体から
得 られたバ ンドの数から考えると､ こ れらの バ ン ドは正常な免疫反応の存在を示
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したもの と いえ る ｡ こ の こ とは改めて ｢悪性腫癌を持 っ た 患者の体内 で は抗原特
異的T細胞の 増殖が起 こ っ て い る+ という考え を支持した ｡
今回の実験で見られた集積したT細胞ク ロ ー ン は部位 に存在するリ ン パ 球 の 集
団を反映して い る可能性が ある ｡ また ､ ある種 の サイ トカイ ン は癌周辺 に存在す
る細胞 に よ っ て 産 生され て いる た め ､ これ らのク ロ ー ン は非特異的な フ ァ ク夕 一
に よ っ て ラ ンダ ム に誘導されて い る可鰭性もある ｡ しか し､ 中期や進行期 の 患者
で は ､ 例え ばFig. 2 0の 患者6, 8, 9 のよう に異なる癌病変部位やL N､ P B Lな どか
ら得られた バ ン ドはしば しば同 一 の移動度を示した｡
●
これ ら の点を明らか にする
ため ､ シ ー ク エ ン シ ン グを行 っ た と こ ろ ､ S S C Pで 同 一 の 移動度を示 したバ ン ド
は ､ 同 一 の ク ロ ー ン である こ とが判明した(Fig･ 2 1)｡ こ の こ と は､ 同 一 患者 の 個
体中で は異なる局所に 同 ∵ のT細胞ク ロ ノ タイ プが存在する こ とを示して い る ｡
それゆえ ､ 異 なる組織中 (例えば､ 子 宮 と周辺領域の L N) に共通 の T細胞ク ロ ノ
タ イプが存在する こ と は ､ こ れ ら の T細胞は組織中に残存ある い は組織特異的に
存在するT細胞で は な い こ とや､ 抗原非特異的に活性化された細胞 で はな い こ と
を示して い る｡
進行 した癌 で は ､ は っ きりと した バ ンドがほとん どす べ て のVβ フ ァ ミ リ ー で
検出された ｡ こ の こ と は複数の異なる抗原 に対する多数の免疫反応が起こ っ て い
る こ とを示唆して い る o 一 方 ､ ヘ テ ロ なT細胞集団､ 例えば健常人 の 末梢血を精
製蛋白誘導体(P P D)の 存在下 で培養すると ､ 同様な多数 の バ ン ドの パ タ ー ン が認
め られた[27,4 4】｡ P P Dは 1分子か らなるもの で は な い が ､ こ れ ら の 多数の バ ン ド
は かなり限られ た抗原に対 して 強 い免疫反応を起 こ した結果 で ある｡ 最近 ､ 癌抗
原ある い は癌 関連抗原がT細胞ク ロ ー ン に よ っ て 認識 される こ とが報告された
[1 3 1,1 3 2]｡ いく つ か の 変 異し た癌遺伝 子産物や 変異 した癌抑制遺伝子 産物
[13 3,134】､ ウイ ル ス産物【135]､ 正常細胞 で はサ イ レ ン トであるが癌細胞 で は活
性化されて い る遺伝子産物[1 36]な どが癌特異的抗原の 候禰と して挙げられ て い
る ｡
こ れ らの 明確な バ ン ドと して得られたT細胞が実際に a utologo u sな 癌細胞 に対
して抗腫癌効果を示すのか は明らか で なく､ さ らな る実験が必要 である｡ こ の 点
を解明する には､ T ILの 表面 マ ー カ ー ､ 例え ばC D 4､ C D 8､ Ⅰし2 R､ 活性化 マ ー カ
ー や そ の 他の指標な どを検討し､ こ れら のク ロ ー ナ ルな集積を反映するT細胞亜
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集団を同定する こ と が必要 である｡
癌局所に存在 して いる特異的 欄 胞ク ロ ノ タイ プの1
'
B yl
.
V Oで の検出に成功 した
こ とより､ こ の･T細胞の D N Aを増幅し､ 解析する こ とに よ っ て 機能的な痛特異的
エ フ ェ ク 夕 - T細 胞を分子生物学的手法で再構成する こ とが可能とな っ た ｡ こ れ
に よ っ て ､ T ILの 1
'
B yl
'
tm で の 困難な培養はバ イ パ ス で卓 ､ バ イオ プ シ ー で得 られ
た微量の 検体で もTILが得られ､ 抗原特異的免疫治療に応用できる ことが示唆さ
れ た｡ ･
1 - 5 - 4 要約
病疫潤リ ン パ球(T IL)の存在は い ろ い ろ な ヒト固形癌で報告され てきたo しか
し ､ こ の 様なT細 胞 は抗原非特異的な免疫細胞 である の か､ それ とも宿種の特異
的な免疫反応の 結果現われたサブ セ ッ トな の か は明らかで な い｡ こ の 点を検討す
る ため に ､ 子宮癌ある い は卵巣癌 の患者10名 より採取したTIL､ 付属リ ン パ節お
よび末梢血 のT細 胞ク ロ ノ タイ プ に つ い て R T-P C R/S S C P放で検討した. TILは明
らかな転移 の な い 患者 で さ えも癌局所で は っ きりと したで細胞ク ロ ノ タイ プの集
積を示したが ､ 転 移を起 こ した患者 では ク ロ ー ナ ル な増大をしたT細胞の集積が
付属リ ン パ 節や末梢血 で も認められた｡ こ の 集積したT細胞ク ロ ノ タイプの数や
局在は癌浸潤 の ス テ ー ジや 転移 の度合と相関して い る と考え られ た. これ ら の結
果 より生体内で は固形癌 に対する抗原特異的免疫反応が起きて い るこ とが判明し
た ｡
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第2葦 丁細胞ク ロ ノタイ プ解析法を用い たモ デル動物 における免疫反応の解析
第 1章 序論
第1章 の検討か ら 欄 胞が発症 に関与して い る と考え られる 自己免疫疾患や サ
ル コ イ ド ー シ ス ある い は固形癌 における癌浸潤丁細胞な どは限定されたク ロ ー ン
が 増大 して いる こ とが示された ｡ 現在 の 医療 における自己免疫疾患 の治療 に は ､
進行 した免疫異常と炎症を抑え るという考え より､ 免疫全体を抑制する免疫抑制
剤や抗炎症剤が主体 である ｡ こ れ らの薬剤は抗原非特異的な作用を示し､ 薬効 と
して の 一 定 の効果は上げて い るが ､ 副作用 の点から の問題があるの も事実 である.
第 1章 で 述 べ た よう に現在.､ 白 己免疫疾患 に つ い て 比較的限定された
T細胞な ど
が そめ発症 にかかわ っ て い る可 能性が ある . 従 っ て ､ 患者 の体内 で起 こ っ て いる
異常な抗原特異的な免疫反応を把握し､ こ の 異常反応だけを抑制し､ 正常な免疫
反応に は作用を示さな い治療法が で尊れば ､ 副作用が 非常 に軽減されるはず であ
る ｡ こ の た め に は病因 に 関与して い るT細胞を コ ン トロ ー ルす る こ とは重要 であ
ると考えられる｡ とこ ろで ､ 現在行われて い る抗原特異的免疫療法の 1 つ の 方向
は ､ 特異的自己抗原カラ ム を用 い体外循環 に より自己抗体を除去する方法 である｡
別 の 方向として は ､ 抗原特異性 の コ ン ト ロ ー ル はT細 胞が行 っ て おり､ 白 己免疫
疾患はそ の発症 に抗原特異的丁細胞 レ セ プタ ー のV領域が 関与して い る と いう
-TV -
regio ndis e a se hypothe sis
-一
に 則 っ た抗原特異的丁細胞除去である ｡ こ ち ら に つ い て
は臨床 で は ま だ行われて い な い が ､ ミ エ リ ン塩基性タ ン パ ク(M B P)に対するT細
胞の反応 で起こ る実験的ア レ ルギ ー 性脳脊髄炎(E A R)マ ウ ス を用 いた研究がなさ
れ て い る . こ の モ デ ル で は ､ 特定 のT C R- V領域 (V α 2 とVβ8.2) を発現した
M B P特異的な T細胞ク ロ ー ン を移入するだけ で発症する こ とが判明して いる ｡ こ
の こ と は ､ この T細胞だけを抑え る こ と に よ っ て病気 の発症を抑え られる こ とを
示 して い る . 抗原特異的なT細胞の抑制法として､ 抗TCR - Ⅴ領域 モ ノク占 - ナ ル
抗体の投与､ 抗原擬似 ペプチ ドの投与ある いはT C R-Ⅴ領域ペ プチ ドワク チ ン療法
などが挙げられる｡ 他 の疾患 モ デル マ ウ ス で も同様な こ とが示され ､ T C Rに 注目
し.た治療法の開発は将来の抗原特異的免疫療法に つ ながると考えられる 0
以上 の知見より､ 筆者は マ ウ ス に つ い て もT細胞ク ロ ノタイ プの検出系を作成
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し ､ 治療法開発 の研究として ､ 正 常状態 の マ ウ ス の T細胞と ､ 比較的早期にT細
胞 の集構が見られる系と して皮膚移植における移植片の 拒絶に関与するT細胞に
つ い て 検討したム
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第2節 C57 B L/6マ ウス の牌細胞にお叶るT細胞 レセプタ - ∬β遺伝子の使用頼度
の検討
一触胞ほ抗原特異的免疫反応にお いて M ‡耳C分子に結合して い る抗原ペプチ ドを
TCRを介して 認識する ｡ こ の機構は マ ウス と ヒ ト で ほ とん ど同じである ｡ マ ウ ス
に おい て も末梢 に存在する大部分 の T細胞は α 鎖 とβ鋭か ら成るT C Rを発現して
い る【13 7,13 8]. こ の α 鎖およびβ鎖はⅤ､ D (こ れ はβ鎖の み であるが) ､ Jお よ
び C遺伝子が再構成するこ とに よ っ て つ く られる ｡ 可変部位 にお いて は M H C分子
に支え られ た抗原 ペ プ チ ドと主 に相 互作用する とされるC D R 3領域が ､ Ⅴ領域の C
末端部位､ D領域 (β鎖 で は) とJ領域の N末端部位の再構成 に よ っ て 形成される
【15,1 7]o それゆえ ､ 抗原特異的反応に おけるT C Rレ バ トア を研究する上 でJ遺伝
子を検討する こ と はⅤ遺伝子を研究する こ とと同様 に 重要 と考え られる ｡ しか し
多く一 の 研究ほ ､ ヒ トや マ ウ ス の Ⅴ遺伝子 の使用頻度 に つ い て 行われ て おり､ J遺
伝子の使用頻度 に つ い て は ほ とん ど知られて い な い ｡
こ の節 で は ､ マ ウ ス に お い てJβ遺伝子は偏 っ た使用をされ て い るの か ､ また
Ⅴβ遺伝子はJβ遺伝子の使用 に影響を与え て い る の かを検討 した ｡ 先ず､ 1 2個
の マ ウ ス のJβ遺伝子に特異的な o五go D N Apr obeを作製 し､ これ らのprobeを用 い
て Vβ 2 ､ Vβ8. 2およ びⅤβ1 4フ ァ ミリ ー の T C Rを発現 して い るC 5 7 B L/6マ ウ ス
の 牌細胞 のJβ遺伝子 の使用額度 に つ い て 検討した｡
2 - 2 - 1 実験材料と方法
1) マ ウス
5週令 の雌性C57B L/6マ ウス は 日本SL C(静岡､ 日 本) から購入 した.
2) T C R遺伝子 の増幅とク ロ ー ニ ン グ
Total RNAはA GPC法【68]を
l
用い ､ マ ウス 牌細胞より調製した . 抽出したRNA
はr e v er s etr a n s cripta s叫Supers c ript, B R L, Gai血er sbu rg, M D)とr ando m he x a m e r
oligo m cle otideprim e r(10 0pm ol, B R L)を用い ､ 42℃ で1時間反応し､ cD N Aに 変換
した. こ の cD N A O･2-0.4fLgを鋳型とし､ 2 00FLM dN T P, 0.5u Taq polym er as e
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(Pro m ega Coリ M adis o n, W I)と 3種類の Vβ prim erとCβ prim e rを5 0pm olずっ を
混合し ､ 9 4℃ 1 分､ 5 6℃ 1･5分 ､ 72℃ 1.5分を3 6cycle行 い ､
cycle rで 増幅 した. 尚 ､ 各prim e ro 配列は､
Cβ 5- - G G CT C A AAC A ÅG GAGAC C T T G- 3-【13 9,14 0]
Vβ2 5' - A G A G GT C A A A T C T C T T C C C G-3- 【13 9,140])
Vβ8･2 5' - C A T A T G G TG C T G G C A G C A CT -31 【13 9,14 0]
Vβ1 4 5' - C C T C CAGCA A C T C T T CTA T -3- 【141】
である ｡
托YB A I Dthe m o-
3) T C R Jβ に対するougo D N Apr obeの作成
マ ウ ス の12個 の機能するJβ領域【142- 14 4]に対するpr obeをTable 1 2の よう に デ
ザイ ン し合成した｡ また ､ 検出 した遺伝子がT CR β鎖由来である こ とを確認す
る ため に ､ Cβ領域に対するpr obeもP C R用 のprim e rの ane aring部位 よりも上流側
に設計 し(Table 1 2)､ ABI社製の D N AsyndlSiz erを用い て合成したo 尚､ こ れ らの
pr obiはす ベ て化学発光法 で検出 できるよう に5･末端をbiodn化 したo
4)Jβ probeと の ハ イプ リグイゼ - シ ヲ ン
増幅 したT C R遺伝子はpla s mid v e cto rで あるpCRs cript(Stratagene lnc. , CA)にク
ロ ー ニ ング した｡ Alkalin e- S D S法で調製した後【145]､ 精製したplas mid 0.2FEgを
0･2 Mの NaO Hで 変性 し､ ナイ ロ ン 膜 (Im m obilo n-S, Millipo r elntertech, Bed fo rd,
M A)上 に ドッ トブ ロ ッ 卜 した. こ の 膜を塩化テ トラメチ ルア ン モ こ ウ ム(TM AC)
溶液(3 M T M A C, 0.1 M NaPO4 pH 6.8, 5Ⅹ Denhardt-s s oltltion, 1 m M E DTA pH
8･0, 0.6% S D S, 100 FLg/ml変性サケ精子DNA) 中で3-6時間ブロ ッ キ ン グした
【1 46,14 7]. ?い で こ の ナ イ ロ ン膜を1pmoVmlの 各Jβ のprobeを含むT M A C溶液で
終夜イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た｡ その 後､ TMA C洗浄溶液(3 m M T M A C, 5 0 m M
Tds- H Cl pH 8.0, 0.2% SDS)で1 0分間洗浄した｡ ブロ ッ キ ング､ ハ イ プリダイゼ
- シ ョ ン および洗浄は､ Jβ1.1 -1. 6とJβ2.2-2･5は5 9℃ で ､ Jβ2･1, 2･6とCβ は62
℃ で行 っ た ｡ さ らに ､ 洗浄溶液Ⅰ(1 2.5 m M NaCl, 1･7 m M Na2H P O4, 8 m M
NaH2PO4, 17.3 m M SD S)に より､ 室温で 2回洗浄後 ､ str eptavi din, biotin化
alkalinepho sphata seと化学発光基質(Plexh min e･s ce m c ekit, Millipor elnterte ch)で検
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出 した｡
Table1 2･ 01igo rlu Cle otide s equ e n c es ofthe12 JPgen e s egm e ntspe cific
pr obes andthe m u血 e Cβge n e-spe cificpr obe u s ed inthis study･ Ⅷ e5
y
end ofe a chprobes wer ebiotinylated･ n eJβge nes甲gm entn O m e n C ulat r e
andsequ en ces arederiv ed &o m r effer e n c es142-1 43.
Jβ ol igo n u cle oti de s equ e n c e
1. 1 5 - - qBLA G TCT T C T T T G G T 且 姐 G G A A- 3 -
1.2 5 I - G CT C AG G GA C C A GG CT T T T G_ 3 I
1 . 3 5 I - G A G 且ÅG G A A G C C G G CTC且TT _ 3 -
1 . 4 5 7 - C G G T C A T G G ÅA C CBLAG CT.G T_ 3-
1 . 5 5 ' - 且G A G G G G A C T C G A C T C T C T G_ 3 -
1 . 6 5
-
- A 乱T T C G C C C C T C T 且C T T T G C_ 3I
2 . 1 5 - - 且CC 且G G G A C A C G A C ℡C A C C G ℡C C_ 3-
2 .2 5 I - T G G T G A A G G C T C A A 且G C T G A_ 3'
2 . 3 .5
-
- G ℡A ℡℡℡G G C ℡CÅG G A A C C A_ 3-
2. 4 5 l - G T G C G G G C A C C C GAC T ATCG _ 3 I
2. 5 5 I - G G C C A G G C A C T C G G C T C C T C_ 3 I
2. 6 5 I - T C C C G G C A C C A G G C T C A C G G TT _ 3 I
cβ 5 - - G A G G 且℡C ℡G A G ÅA A ℡G ℡G ÅC ℡C C A C_ 3I
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2 - 2 - 3 結果
1) 1 2個 のT C R Jβ遺伝子の 特異的検出
Table 12に 示した12個 の oligo DN Apr obeをお互 いの相同性が75 %以下となる よ
う にデザイ ン した｡ 融解温度は2(A＋T)十4(G十C)で計算し､ 58℃から7 6･℃ となる
ように した｡
初め に ､ 12個 のJβ遺伝子が これら に対するprobeで 区別 で蓉るか否か に つ いて
検討した｡ これを行うため に､ 1 2個のJ.β遺伝子を1個ずつ 含むT C Rβ遺伝子を
12ク ロ ー ン単離 した｡ 各 々 のplasmi dをナイ ロ ン膜上 にド ッ トプ ロ ッ トした後､
TM ÅC溶液中 で12個 のoligo D N Apr obeと ハ イ プリグイゼ ー シ ョ ンを行 っ た . Fig･
2 2A)に示したよう に こ れ らのpr obeに よ っ て効率よくマ ウス の1 2個 のT C R Jβ遺
伝子は特異的に検出された｡
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Fig･ 2 2･(A)Differ e ntiation ofthe 1 2m u rin eIβ gen e s egm e nts.T he T C Rβ s a mples
clo n ed intopla smids, whichake ady hadbe e n c o nfir m edto c ontah e a chofthe 1 2 Jβ
gen e s egm e nts, w er edotted in the o rder ofJβ 1.1-1.6 a nd､2.1-2.6 o n m e mbr an e
strips･ The s e strips the n w er eindividu ally hybridiz ed with e a ch ofthe 13 pr obe s
sho w nin Table 12･ Hybridized pr obe s w er e vis u aliz ed by the che milu mines cent
syste mr (B)Repres entativ ecas es oftheJβ ge n e s egm e ntdetermination. T he T C Rβ
gen e s ample s,
.
a mplified by P C Rwith e a ch of Vβ2, Vβ8･2 and Vβ
■
1 4prim e r s a nd
the Cβ pn mer, w e r e clo n ed into pla s mids, then dotted o n nylo n
m e mbr an e s･ Eybridiz atio npr o c edu r e s with e a ch -pr obe w er e simnarto tho s ein (A).
Ea ch m e mbr anehad96dots a ndthe 12w ells ofthef&stline wer edotted with kn o w n
Iβtemplatesinthe o rder ofJβ1･1-1･ 6 a nd2･1-2･6 a s u s ed in(A). flybridizatio n of
thepr obe s of Jβ 1･ 1-113 a nd Cβ tothe Vβ1 4 T C Rβ gen esis r e spectiv elyshow n.
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2) C 57B L/6マ ウ ス の肺細胞で の T C R Jβ遺伝子の使用頻度の検討
次に ､ Jβ遺伝子 の使用頼度 に偏り
､
があるの か ､ またT CR遺伝子 の中でVβ フ ァ
ミ リ ー の 使用 にJβ遺伝子 の使用原皮が影響 して い るの か を検討 した. その た め
に ､ T C Rβ遺伝子の 中でVβ2, 8. 2と1 4を選択した. こ れ らの遺伝子は マ ウ ス の
染色体上 で それぞれⅤβ2は5-末端に ､ Vβ8.2ほ中間に ､ Vβ1 4は3
1末端に存在し
て おり【13 7】､ これ らの 遺伝子 で検討する こ と はT C Rβ遺伝子の 再構成におけ
､
るⅤ
β の染色体位置 の効果を明らか にするの に適当と考えられた｡ ,
こ れ ら の Vβ フ ァ ミ リ ー の T C Rβ遺伝 子 は 3 匹 の C 57 B L/6マ ウ ス の それ ぞれ の
牌臓より調製し たm R N Aか らR T- P C R法で増幅したo 次い で ､ T C Rβ遺伝子を
plasmi dに クロ ー ニ ン グ し､ ナイ ロ ン厳 にド ッ トプ ロ ッ トし､ 各Jβ に対するprobe
で ハ イ プ リグイゼ - シ ョ ンを行 っ た ｡ それ ぞれ の マ ウ ス で 各Ⅴβ に つ い て6 1- 1 06
個 のク ロ ー ン を解析 した ｡ 典型的な例をFig. 2 2 Bに 示した｡ さ ら に ､ Cβpr obeで
検出された陽性 の4 7 4 3ク ロ ー ン に つ い てJβ使用頼度を検討した ｡ こ の 結果を
Table1 3に まと めた ｡
Table 13か らわかる よう に､ Jβ2.6は最も頻繁 に使用されて い た｡ またJβ2･1
もⅤβ8.2とⅤβ1 4で 頻繁 に使用されて い た(P〈O. 003)｡ これ に射 し､ Jβ1･6の使用
頻度は非常 に低か っ た ｡ そ して ､ Jβ1.3やJβ1.5もⅤβ8.2やⅤβ1 4フ ァ ミ リ ー で
の 使用は明らか に低か っ た(p
.
< 0. 00 3)｡ これ らの 3 つ の Vβ フ ァ ミリ ー を平均する
と ､ Jβ1.3, 1. 4と1.6の 使用頻度は著しく低く､ 逆にJβ2･1と2･6の 使用頼度は著
しく高か っ た(P〈O.00 3)0 2 つ のJβクラ ス タ ー 間での 使用を比較する と､ Jβ2ク
ラ ス タ ー の 使用 は ､ Vβ2で6 7.8%､ Vβ8.2で65･9% ､ Vβ1 4で7 0･4%と ､ Jβ1ク
ラ ス タ ー に 比 べ て 約 2. 倍の 頻度である こ とが判明 したo こ こ で重要な点として ､
こ のJβ の使用頻度に対する偏りが 3 つ のVβ フ ァ ミリ ー で 共通 に認 め られた.
さ ら に ､ Jβ の 使 用の 個体間 の 差 は どの Vβ フ ァ ミ リ ー を見て もかなり少なく､
見 られるとして もⅤβ2におけるJβ1.1やⅤβ8･ 2に おけるJβ2･3の ケ ー ス位 であ っ
た(Table1 3)0
こ れ らの結果より､ ▲Jβ遺伝子はT C Rβ遺伝子の 中である偏りをも っ て 使用さ
れ て い る が ､ こ の 偏りはⅤβ遺伝子 の 選択 に はば とん ど依存して い な い こ
､と ､ ま
た いずれの マ ウ ス で も同様の挙動を示すこ とが明らかとな っ た ｡
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2 - 2 - 3 考察
Jβ遺伝子の使用頻度は以前に もわずか に報告されて おり､ Ra apho r stら は ､ ヒ
トT C R. Ⅴβ6フ ァ ミ リ ー におけるJβ遺伝子 の使用頻度を塩基配列 に より決定して
い た【14 8]｡ こ の 方法はJβ遺伝子 の塩基配列 を決定するため ､ 明快な結果が得ら
れ て い たが ､ 手技 に時間がかかるため ､ 限られた数 の T C R遺伝子 しか解析されな
か っ た･. 他 の 方法として Grtl neW aldらは､ ヒ トT C R Vβ5･1フ ァ ミ リ ー に つ いて
T C R遺伝子をP C Rで 増幅後､ Jβ遺伝子 に対する標識 したpr obeで ハ イ プリグイゼ
- シ ョ ン を行 い ､ 相 対的な強度 で測定 した【14 9]｡ しか し12個 のJβ遺伝子 の塩基
配列は互 い に非常 に よく似 て い る ため【14 2- 14 4]､ 実際 にJβ に対する種 々 のpr obe
を作成 し ､ S S CやS S P Eバ ッ フ ァ ー を用 い て 検討したとこ ろ ､ 異 な るJβ遺伝子 に
もcfo s s-r e a ctする こ とが 判明した (data n ot sho w n)｡ そ の ため ､ 異 なるpr obeの
c r o s s-r e a ctに よる エ ラ ー を除く こ とが 必須 であ っ た ｡
相当数 の T C R遺伝子を解析 し､ か つ C r O S S- rea Ctに よる エ ラ ー を除去する ため に､
今 回特異的Jβprobeを用い て ク ロ ー ン毎 にT Ck Jβ u s ageを決定する新し い方法
を確草した｡ ま た ､ ハ イ プ リダイ ゼ - シ ョ ン に はS S CやS S P Eバ ッ フ ァ ー の 代わ
り にT M A C溶液を用 い たo T M A C溶液中で は ､ DN A pr obeの 融解温度は主 にprobe
ヽ
の 長さ に依存する こ とが知られ て い る【14 6,14 7〕｡ さ ら に ､ pr obeの 非特異的結合
を抑える ため に ､ コ ロ ニ ー ハ イ プリダイゼ - シ ョ ンの 代り に ､ 抽 出 したD N Aを
用 いた ドッ トハ イ プリダイゼ - シ ョ ン で行う こ と に し たo こ の ように して ､ 今回
の oligo D N Apr obeはTCR Jβ遺伝子を明瞭 に検出で き るよう に な っ た . T C RのJ
β遺伝子 に つ い て はほ とん ど研究がされて い な い ため､ シ ー ク エ ン シ ン グを行わ
な い こ の方法は マ ウ スのJβ遺伝子の 使用頻度の解析に効果的 である0
今回の 解析より､ Jβ2.6の 遺伝子が よく使われ(20･0%)､ Jβ1･ 6の 遺伝子は使
われにくい(1.7%)こ とが判明した｡ こ の 2 つ の 遺伝子を含め ､ Jβ遺伝子 の使用
に偏りがある こ とが調 べ た 3 つ-のVβ フ ァ ミ リ ー で 共通 に認められた. さ
■
らに ､
Jβ の 使用頻度 の違 い が ､ そ れ ぞれ の Ⅴβ にお い て個体差が ほとん どなか っ た こ
とより､ こ のJβの使用頻度の偏りは主としT
p
遺 伝的 に決定されて い る こ とが示
唆された｡
今回解析した 3 つ の Ⅴβ遺伝子は､ マ ウ スの 染色体上でお互 い に離れた位置に
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存在して い る【13 7】｡ さら に ､ Ⅴβ1 4遺伝子は他 の Ⅴβ遺伝子と異なり､ Cβ2遺伝
子 の下流 に逆向き に存在 して い る【15 0】o こ の 点を考慮する と､ Ⅴ - D -J再構成 にお
い て 選択されたⅤβ 遺伝子 の染色体上 の位置や方向性は､ Jβ の 選択 に は影響が
な い よう で あ っ た ｡ こ れらのJβ使用頼度 の偏り に つ い て は以下の ような可能性
が考え られた｡
1) Ⅴβ遺伝子の位置や方向性 の意義 に つ い て は明らかで はな い が ､ Jβ の位置
はJβの 偏り に対して 何 らか の役割を果た して いる よう であ っ た ｡ 興味深 い こ と
に ､ 今 回の実験で∬β2遺伝子の方がJβ1遺伝子よりも好まれて 使われて い る こ と
が判明した｡ こ の こ とは ､ ヒ トT C Rβ鎖のⅤβ5やⅤβ6【14 8,149】お よび全丁細胞
ポ ピ ュ レ ー シ ョ ン【1 51】にお いて ､ Jβ2の 方がJβ1よりも使用頼度が高か っ た と
いう報告と 一 致す る ｡ ヒ トで も マ ウス で もJβ2クラ スタ ー の方がJβ 1クラ ス タ
ー よりも下流 にある こ とを考える と､ 遺伝子再構成におい て 2番目の クラ ス タ ー
の 方が好まれて使われ て い る可能性がある｡
2) また､ Iβ遺伝子の使用頻度 に つ い て は ､ T細胞のpositiv e/n egativ e s el cdo n
に よ っ て 影響されて い る可能性もある｡ こ のs ele ctio nの 過程 で は ､ M H C cla s s Ⅰ
あ るい はcla s sII分子 のbaplotypeがJβ の 偏りに影響する こ とも考え られる｡
3) さ ら にJ遺伝子は ､ C D R領域を形成するが ､ こ の 領域は抗原認識におい て
M H C分子 の ペ プチ ド結合部位に挟まれた抗原ペ プチドと相互作用する とされる
【15,1 7]. また最近 で は､ ペ プチドが直接的にpositiv e s el ctio nに 関与 して い る と
いう報告もある[15 2]o それ ゆえ ､ s elf- peptide sの レパ トア がT細胞s ele ctio nの 過経
でJβ の使用頻度 に影響を及ぼ して いる可能性も示唆される ｡
2 - 2 - 4 要約
マ ウ ス の T細胞 レ セプタ ー (TC R) におけるⅤ - D -Jの 組み合わせ に偏りが存在
するか を検討する ため に､ C 57 BL/6マ ウ ス 肺臓で発現 して いる Vβ2､ Vβ8･ 2な
らびにⅤβ14フ ァ ミリ ー の743個の TCRβ遺伝子 に つ い て解析した ｡ TC Rβ遺伝
子をR T- P C R法で増幅し､ pla smi dにクロ ー ニ ン グを行 っ た . 3 匹 の マ ウス か ら調
製した各 々 の Vβ フ ァ ミ リ ー に 属するク ロ ー ン61か ら1 0 6個をラ ンダム に選択し､
マ ウス の1 2個 のJβ遺伝子 に対応 した1 2個 のoligo D N Apr obeを用い て ハ イ プ リグ
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イ ゼ - シ ョ ン法 で検討した o そ の 結果､ Jβ21 6カi調 べ た い ずれ の Vβ フ ァ ミ リ -
で 最も使用頼度が高く､ Vβ2で1 9. 8% ､ V 卵 ･2で2 1･2
'
% ､ Ⅴβ1 4で19･2% で あ っ
た . こ れ に対 し､ Jβ1. 6の 使用頼度は最も低く､ Vβ2で1･9% ､ Vβ8･2で2･9% ､
Ⅴβ1 4で0.5 %で あ っ た ｡ ま たJβ2･1も高頻度に使用され ており､ 逆 にJβ1･3やJ
β1.5な どは使用額度が低か っ た ｡ 全体的に はJβ2ク ラ ス タ ー の ほう が Ⅴβ2で
6 7.8% ､ Vβ8.2で6 5.9%､ Vβ1 4で7 0.4%とJβ1ク ラスタ ー より優位 に使用されて
い た. こ れら の偏りほ調 べ たす べ て の Vβ フ ァ ミ リ ー で 共 通 に 認 め られ ､ 個体差
もほ とん ど見られ なか っ た . こ れ らの結果 より､ C5 7 B L/6マ ウ ス の 肺細胞 で は
T C R Jβ遺伝子は偏りをも っ て 選択をされて い るが ､ Ⅴβ遺伝子とは独立して選択
されて い る こ とが明らか とな っ た ｡
7 6
第3節 マ ウス 同種移植片に集積したT細胞の T細胞レ セプタ ー β鎖 の解析
最近 の移植手術では ､ 種 々 の 免疫抑制療法を行うことに より､ その 成功率は高
い もの とな っ てき た｡ 免疫抑制剤やそ の他 の抗原非特異的療法は同種移植片の生
者 にか なり効果的である. しか しなが ら､ こ れらの療法は全身的な免疫皮革を抑
制するため ､ 時に よ っ て は深刻な副作用を引き起 こす｡ も しア ロ 抗原特異的な免
疫抑制を行うこ とが できれば､ 微生物やウイ ル ス な どの感染 に対する 正常な免疫
反応は残したまま移植片 に対する拒絶反応を抑制できる こ とが期待できる｡
現在まで にア ロ 抗原特異的免疫抑制療法として ､ M H Cク ラスⅠⅠ陽性細胞の 除去
【153]､肝 臓を介した免疫寛容 の誘導【1 5 4]や ドナ - 特異的トラ ン ス フ ュ ー ジ ョ ン
【15 ,1 5 6】な どが研究されて い る｡ ア ロ 移植片を拒絶するT細胞をタ ー ゲ ッ トとす
る こ とも免疫抑制療法の 1 つ と成り得るが ､ こ の 方法を確立する ため に は､ ア ロ
移植片の 拒絶に関与して い るT細胞ク ロ ノ タイプの同定が必要となる｡ しか しな
が ら､ ]
'
D V ]
'
yoで ア ロ 抗原を認識して増殖ある い は集積するT細胸を検出 し､ モ ニ
タ ー す る方法はほとん どなく､ 1
'
LZ y)
'
tT Oで樹立 され たア ロ特異的丁細胞株 の解析が
為され て い るの み で ある ｡
今までに述 べ てきた ように､ T C Rβ鎖に対するR T- PCRとS S C Pを組み合わせた
解析法を用 い る こ とに より､ 慢性関節リウ マ チや その他の疾患患者の病変局所に
集積した¶細胞に つ い て解析できる【27,73,15 7】｡ この 方法は､ ア ロ 移植片 に集積
したT細胞の同定 に も利用が可能 である ｡ そ こ で ､ こ の方法 でB I O.A(4 R)マ ウ ス
か らC 57 B L/6マ ウ ス に移植した皮膚移植片に集積した マ ウ ス α β
十丁細胞 のT C Rβ
鎖を解析 した ｡ さ ら に ､ 集積 し たT細胞ク ロ ノタイプのJβ遺伝子 の使用頻度と
CDR 3の アミノ酸配列 に つ いて.,
Jβ に対するoligo D N A pr obeを用い たP C R-
en zym eim甲un O S O rbent a ss ay (P C R- E LIS A) [158]と塩基配列決定法 で それ ぞれ検
討 した｡
2 - 3 - 1
■
実験材料と方法
1) マ ウス
c57 BL/6マ ウス (日本S L C､ 静岡､ 日本より購入) およびBIO･A(4R)マ ウス( 東
京大学多田教授より供与) 各々雌性6週令を皮膚移植実験に用い た｡
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2) 皮膚移植
c 5 7 B L/6マ ウ ス を レ シ ピエ ン ト､ C 5 7 B L/6マ ウ ス およ びBIOI A(4 R)マ ウ スをド
ナ ー と し ､ 背 部の 皮膚をBillingha mと Meda w a rの 方法【15 9]に従 っ て 移植を行 っ た .
移植後 8 日 で牌臓と皮膚移植片を回収し､ 検体と した｡
3) cD NA合成､ P C R増幅およびS S C P解析
2) で得 られた検体 は各 々 ホ モ ジ ナ イ ズ し､ 直 ち に R N A調製を行 っ た ｡ Total
R N AはA G P C法[68]8こ よ っ て 抽出した. 得られたtot畠I R NAはr e v e r se tr a n scripta s e
(supe rscriptII, B R L, Gaithe r sbu rg, Maryland) およびr ando m he x s a mer ougo -
nu cleotide prim er(100pm ol, B R L)を用 い て4 2℃ で 1 時間反応させ て cD N Aに 変換
した. こ の cD N A O･2 - 0･チFLgを鋳型 とし､ 2 00fLM d N T P､ 0･5 u Taq polym er as e
(prbm ega co. , Mad is o n, Wis､c o n sin)および各々 5 0pm ol濃度の各Vβ prim e rとCβ
prim e rの 存在下で H Y B AI Dthe m o cycle rで9 4℃ 1分 ､ 56 ℃ 1･5分 ､ 7 2℃ 1･5分 の
サ イ ク ル を3 6回行 っ て 各T C R Vβ遺伝 子を増幅 した ｡ 各 Ⅴ β に対する特異的
prim e rの 配列 は Table 1 4に示す 【139-141, 1 60-163]o 増幅された各T C R遺伝子を
den atu r atio n s olutio n(95%fo r mamide/1 0m M E D TjVO･1% br o m ophe n olblu e/0･ 1'%
Xyle n e cya n ol)で希釈 ､ 9 0℃ で2分間変性後､ 2 Ftlを1 0% glyc er olを含む非変性
5% p.
olya c rylamide gelで 泳動した . 泳動は3 5 Wc o n stantpo w erで 約2時間行 っ た ｡
泳動終了後 ､ DN Aをナイ ロ ン膜(Im m obilon- S, M illipo r elnte rte ch, Bedfo rd, M ain e)
に 転写 し､ biotin化 したiⅡter n al Cβ pr obe 5
-
- G A G G A T C T G A G A A A T G T G A C TC
C A 仁-37で ハ イ プリダイゼ - シ ョ ンを行 い ､ 結合 したpr obeをstr eptavidin, biotin化
alka血 e pho sphata s eお よび化学発光基質を用い た検出系(Fle x C he milu min e s α n ce
kit, M皿Iiporelnterte ch)で検出した .
､
4)P C R-E u SAに よるT C R Jβ領域 の使用頻度の 解析
マ ウ ス の機能のある12個 のT CR Jβ領域 に関して ､ Kohs akaらの 方法【16 4,165]
を応用してP C R-Eu S Aを行 っ た ｡ 用い たT C R Jβ probeの 配列 は第 2華第2節に
述 べ た とおりである ｡ すなわち､ SSC Pゲル 上 のP C R産物の バ ン ドを切り出し､
D N Aを抽出.`し ､ 再度biotin化 し たCβprim e rと非標識 の Vβprim e rを用 い てs e 00 nd
p c Rを行 っ た o ここ で増幅され たP C R産物をアガ ロ - ス 電気泳動に よ っ て 精製 し､
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Table14･ Ol主go nucle otide s equ e n c e s of die m udn eVβge n e s egm e nトspe cific
prim er去and diem urine Cβgen e-spe cificprim er u s ed inthis st｡dy. The5- e nd
oftheCβp血 er w a sbio血ylated.
Pr m er Sequen ces references
Ⅴβ1 5しT T C G A A A T G A GAC GG TGC C C-31 140
Vβ2 5- -A G A G G T C W T C T m C CC G-3- 139, 140
Vβ3 5しCT T C A G C A A A m G A C A T G A C-3- 1 60
VB4 5' -TG G A C A A T C A G A C r G C C T C A-3T 139, 161
Vβ5.1 5しG A G A T A A A G G A ÅA CC T G C C C-3- 161
Vβ5.2 5' -G A G C A A A G G A T T C C T A C C-3- 161
Vβ6 5しC G A CA G G A T r C A GGG A A A GG13T 139
Vβ7 5' -A T A C A G G G T C r C A C G G A A G A-3f 162
Vβ8.1 5
7
-C A TAT G TCGC TG A C A G C A C G-3- 161
Vβ8.2 5
'
- C A T A T G G T G C r G G C A G CACr-3I
Vβ8.3 5しC A TA T G G T G CTG G CA A C C T r-31
Vβ9 5しA C A G G G A A G C T G A C A C IT IT-3-
Ⅴβ10 5
-
-A A T C A A G T C T G T A G A G C C G G-3'
Vβ11 5
-
- G G A G T C C C T G A C T T A C m C-3T
Vβ12 5
y
-A A G A T G m G G G G C m C A A G-31
Vβ13 5'-T C T A T A A C A G T r G C C C r C G G-3-
Vβ14 5
'
- C C T C C A G C A ÅC T C T rC T A C T-3'
Vβ
-15 5しC G C C T C A A A A G G C A T r T G A A-3T
Vβ16 5しC A G C A G T G G A G m C r G G T-3
T
Vβ17 5しA C A G A m G G T C A A G A A G A G-3
I
Cβ 5
l
- G G C T C A A A C A A G G A G A C m G-3'
139, 140, 161
140, 161
139
139
139
139
139
141
141
'
141
163
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B Wノ〈ッ フ ァ ー (6Ⅹ SSC, 0.1% Tw e e n-2 0)に溶解し､ str epta vidinを コ ー トした
c a rbo xyl化9 6- ウ エ ル マ イ タロ タイタ ー プ レ ー トに 結合させ た . 0･1 NのNaO Ⅲで
sen s e str a ndを除去 した後､ 残存 したT C R. Vβa nti- s e n se strandとdigo xigenin標識 し
た各Jβprobeをhyb ri diatio n s olutio n(3 ” T MAC, 0･ 1 ” NaP O4, PH 6･ 8, 1 m M
E D T A, 5Ⅹ De nha rdt
-
s s olution, 0.6% S D S)中で6 0℃ ､ 2時間ハ イ プ リタイゼ - シ ョ
ン を行 っ た o 結合 したpr obeをpe r o xida s e- c o njugated抗digo xigein抗体と反応させ
た後､ 抗体 に結合したper o xida s eと3,3-,5.,5
-
,
-tetr a m ethlbe n zidin eを反応させ ､ o -
pbo sparic ad dを添加 した後､ 4 50n mの 吸光度を測定 した ｡
5) D N Aシ ー ク エ ン ス
Jβ領域の使用頻度を解析したs e c o nd P C R産物に つ い て ､ 再度対応するVβ
prin e rと先 に述 べ たJβ pr obeと相補的なJβ prim e rを用 い てP C Rを行い増幅した ｡
増幅されたT C R β遺伝子をpBlues c riptIIに サブク ロ ー ニ ン グを行 い ､ dideo xy -
s equ e n cing法 で塩基配列を決定 した｡
2 - 3 - 2 結果
1) 皮膚移植片に集積した マ ウ スT細胞のT C R β遺伝子の R T- P C R/S S C P法 に よ
る解析
第1章 で述 べ て き たよう に ､ ヒ トT C Rβ遺伝子をS S C Pに よ っ て分離するこ と
は ､ T細胞ポ ピュ レ ー シ ョ ン の 中 で高度 に発現 して い る一滴 胞ク ロ ノ タ イ プを検
出する の に非常 に効率的な方法 である[27]｡ こ の 系を マ ウ ス のT C Rβ遺伝子 の解
析 に応用し､ 検討を行 っ た ｡
マ ウ スT C Rβ遺伝子は共通 の Cβ pdm e rとⅤβ1か らⅤβ17ま で の Ⅴβ フ ァ ミリ
ー 特異的pTim erを組み合わせる こ と でP C Rに よ っ て 増幅された ｡ 増幅されたT C R
β遺伝子は ア ガ ロ - ス ゲ ル 上 で はす べ て のT C R β フ ァ ミ リ ー と も1本の バ ン ド
を形成 した(.data n ot sho wn). 次に､ 高度に轟現 して い るT C Rβのク ロ ノタイ プ
を検出するため にS S C P[26]を行 っ た . Fig. 乏3に 正 常なC 57 B L/6マ ウ ス の 牌細胞
で のT C Rβ遺伝子のS SC P解析 の結果を示した ｡ 増幅されたT C R遺伝子 は､ す べ
て のⅤβ フ ァ ミリ ー で ス メ ア ｢ 様の バ ン ドとして検出された｡ こ の こ とか ら､ 牌
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■1,>宰`三
細胞で は ヘ テ ロ なT C R β遺伝子の レバ トア が多く使われて い る こ とが示された .
こ れに射し､ T細胞 ハ イブリド ー マ な どの ひと つ の ク ロ ノタイプのT C Rβ遺伝早
を増幅 した場合 に は 1本 の は っ きりと した バ ン ドと してS S C Pゲ ル上 に検出され
た . F ig. 2 4のIa n elに 示 した様 に､ R Lm alか2ハ イブリ ド ー マ で は再現性 よく 1本
の は っ 重りと した バ ンドとして検出されたが ､ 正 常 の マ ウ ス の肺臓 で はIa n e6に
示すように広 い ス メ ア - 状 の バ ンドとな っ た . R L m ale-2細胞か ら調製した
m R NAを正 常 マ ウ ス牌細胞か ら調製した m R N Aと混合し､ こ れをRT - P C R後 ､
s s c p解析を同様に行 っ た とこ ろ(Fig･ 2 4;la n e2-5)
1
､ R L m ale- 2細 胞由来の 1本 の
バ ン ドが ､ 肺細胞由来 の ス メ ア - 状バ ン ドの 上 に は っ きりと した バ ン ドと し て認
め られたo こ の バ ン ドはR L m ale- 2細胞の m RNA と肺細胞甲m R NAの 混合比が ､
1
1‥500か ら1:2000ま でで埠出できた o 同様の結果は ヒ トのT細胞 ハ イブリ ド
ー マ で
あるE L 4を用 い た実験 で も確認され て おり ( 第1章第 2節) ､ S S C Pに よ る解析
法は､ マ ウ ス で もヒ トで も同様 にT C R解析 に有用 である こ とが示唆された｡
皮膚移植片か ら調製したT C R β遺伝子 の m R N Aに つ い て R T-PCR/SS
-
C P放で検
討 した o B IO. A(4R)マ ウ ス の皮膚の 小片をア ロ ジ ェ ニ ッ クに C57 B L/6マ ウス に 移
植を行 い ､ 移植片が完全 に拒絶される前である 8 日目に移植片と牌臓を摘出し
R N A抽出を行 っ た｡ Fig. 2 5に 示すよう に ､ 移植片で は全て のVβ フ ァ ミリ ー に つ
い て S S C Pゲル 上 で ス メ ア - な バ ン ドの 上 に数本の は っ きりとした バ ン ドが形成
された ｡ こ の こ とか ら､ 皮膚移植片でT細胞が増殖ある い はオ リ ゴク ロ ー ナ ルに
集積して い る こ とが明らか とな っ た ｡ ･
2) 皮膚移植片に集積したT C Rβ鎖の検出
1) で 述 べ た基礎検討に基き ､ ラ ン ダム に選択した10個 の Ⅴβ フ ァ ミ リ ー に つ
い て 集積 したT細胞 のク ロ ノタイ プに つ い て 検討した ｡ 選択したⅤβ フ ァ ミリ
ー
はVβ3, 4, 5. 2, 6, 8.2, 9, l l, 1 3, 1 4と16で ある｡ 各 々 に つ い て B IO･A(4 R)か ら
c 57 B L/6へ の ア ロ 移植4例 とC 57 B L/6か らC57B L/6 へ の シ ン移植2例を解析 した.
ア ロ 移植 マ ウス4例(Aml-4)と典型的な シ ン 移植1例(Sml)の結果をFig･ 2 6に 示し
た｡ レ シ ピ エ ン トの C57 BU6マ ウス の ア ロ 移植片から調製した検体は､ 検討した
4例 の マ ウス の全て の Vβ フ ァ ミリ ー に お い て スメ ア - 上 には っ きりとした バ ン
ドを形成した(Am1ヰ Ian eG). これに対し､ シ ン移植片から調製した検体 では ､
検 討 した全て の Vβ フ ァ ミ
l
リ ー に おい て ス メ ア - 上に 薄 い バ ン ドしか検出されな
か っ た ｡ こ れ らの こ と より ､ T細胞ク ロ ノ タイ プの集積は シ ン 移植よりもア ロ 移
植 でか なり強く起き て おり､ ア ロ 移植片中で増殖して い る いく つ か のT細胞ク ､ロ
ノ タイプは ア ロ 抗原 の認識 に関与して い る こ とが示唆された｡
注目す べ きこ と に ､ こ の よう に 明らかなT細胞の集積はア ロ 移植 であれ､ シ ン
移植であれ､ 牌細胞か ら の検体 で はほ とん ど検出されなか っ た(SmlおよびAml
-
4; Lan es). これ らの ス メ ア 一 棟の パ タ ー ンはFig･ 23で 示し た正常肺細胞か らの
竣体の パ タ ー ン と ほとん ど同じであ っ た o つ まり牌細胞の 欄 胞 レ バ トアは ア.
t'
移植された皮膚小片の拒絶 に は影響を受けな い こ とが示唆された o ま た､ 正 常の
c57 B L/6マ･ウス の皮膚か らの検体 で はTC Rβ遺伝子は十分 に は検出されなか っ た
こ とより (data n ot sbo v n)､ 今回の検討より除外したo
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3) 集積したT細胞に おけるT C R Jβ使用頻度の検討
集積 した¶細胞の T C Rβ鎖の特徴 を明らか にする ため
■
､ ア ロ移植片中に集積し
た耳細胞ク ロ ノ タイ プ数を各Ⅴβ フ ァ ミリ ー 毎 に ま とめ た(Table 1 5)o T細胞の オ
リ ゴク ロ ー ナル な増幅が検討したほとん ど全 て の Vβ フ ァ ミリ ー で 認め られた .
次に こ の 集積 したT細胞のT C R Jβ使用頻度 に つ いて 検討 した｡ 各 々 の バ ン ド
に相当するP C R産物をS S C Pゲル か ら回収し､ マ ウ ス で機能して い る1 2個 のJβ遺
伝子に対応する1 2個 のオ リ ゴD NA pr obeを用い てP C R-EuS Aを行 っ た ｡ Ⅴβ3,
5.2, 6, 9, 1 6か ら得た68の バ ン ドに つ い てJβ使用頻度を解析した (Table 1 6).
こ れ らの T C R遺伝子は ､ 種 々 のJβ遺伝子を使 っ て い た が ､ 使 用頻度と して ､ あ
るJβ遺伝子 に偏る傾向が見られた ｡ 例 えばⅤβ 3 フ ァ ミリ ー で は調 べ たT C R Vβ
バ ン ド1 6個 のうち5個は ､
.
Jβ1･2が 使用されて い た . 同様 にVβ9で は13個 のう
ち4佃はJβ1.4が使用され て い た が､ こ のJβ遺伝子はⅤβ3で はあまり使用されて
い な か っ た o さ ら に Vβ1占に お い て は1 1ク ロ ー ン中6ク ロ ー ンにJβ2･ 6が 認 め ら
れたが ､ Vβ3で は使用頻度 の 高 いJβ1.2や Vβ9で の 使用頻度 の 高 いJ,β1･ 4は使
用され て い なか っ た ｡
4) 検出されたT C Rβ鎖の塩基配列 の検討
検出され たT C Rβ鎖遺伝子をさ らに解析するため に ､ 3) で検討した5つ のⅤβ
フ ァ ミ リ ー にらい て C D R 3領域の塩基配列を決定し､ それか ら推定される7,ミノ
酸配列に つ い て 検討 した ｡ 配列を決定 した3 0個 の バ ン ドに つ いて の 結果をTable
17に示した . これ らのク ロ ー ン の 中に は いく つ か の相同的な C D R 3領域の 配列が
見 られたo まず ､ T C Rβ鎖の 1ア ミノ酸の み異なるT細胞ク ロ ー ンが 同 一 マ ウ ス 内
にも (Table1 7;n o. 4と5, 28と2 9) ､ 異な る2匹の マ ウ ス でも (Table 1 7;no･1と2)
見られた｡ 同様に いく つ か の共通 の3連続ア ミ ノ酸配列が C D R 3領域で認め られた
(T- G - G, n o. 4, 5, 1 0, 1 2, 1 7と20; S - R - D, n o･ 8, 1 5と2 5; D - W - G , n o･ 1 5と2 2).
T C Rの C D R 3領域は MH Cに よ っ て 提示された抗原を認識するの に必須 の部位 であ
る の で ､ こ れら の相同的配列は同 一 か ある い は非常に よく似た抗原､ たぶ ん ア ロ
抗原を認識 して い る. これ らを総合すると ､ こゐク ロ ノタ イプ解析法はア ロ 移植
拒絶に関与するT C Rク ロ ノ タイプを高効率に検出する こ とが できた0
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Table15. Nu mber ofac c u m ulatingTc el clo n otype s払 m o us e skin allogr afts･
Ⅴβ
m O ⅦS e
5.2 6 8.2 9 11 13 14 16
Am1 7 6 6 5
'
/
'
/ ソ /
Am2 2 4 4 5 5 5 6 4
A皿3 6 4 5 4 3 5 5 6
A皿4 3 2 4 2 1 3 之 5
_ _ - 1 _ _ ■- ●_ - - _ _ r I 一- - - 一- ーー ー II I II - - - - - - - 一- 1 - - - - - I- - - -
一-
I
- 一- - 1 I I l ●- - I - I I- ●- - - - - - - - 一- 一- - - - ●- 一- 一- - - ■- - →- - - 1- - - - - J - - - I - I - I I 1 - - - - -
- - I
-
I - - - - - l r r -
total 18 16 19 16 16 2O 20 22
7 3
1
2 3
24 15
Table1 6. T C R Iβ us age ofac c u m ula血gTc ells hthe skin allogr afts･
Jβ
Vβ m ou se
i.1 1.2 1.3 1.4 1.5 1.6 2.1 2.2 2.3 2.4 2.5 2.6
Ⅴβ3 Am 1 1 2 1 1 1
Am 2 1 1
A m3 3 1
A m4 1 1 1
vB5.2 Am 1 1 1 2 2
Am2 1 2
Am3 1
A m4 1 1 1 1
Ⅴβ6 Am1 2 1 2 1
A皿2 1 1 1
Am3 1 2
Am 4 2
Ⅴβ9 Aml
A皿2
A m3
2
1
1
A m4 1 1
vβ16 Am 1 1 1 1 2
Am 2 1 2
A m3 1
Am 4 2
1.1 1.2 1.3 1.4 l.5 I 1.6 2.1 2.2 2.3 2.4 2.5 2.6
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Table 1 7. A mino acids equ e n c es of T C 鼠β chain CDR3r egio n s ofthe a c c u m ula血g
T c ellsin skin allogr afts.
VP3fami]y
I . _ - ■ 叫 _ _ - _ - _ - _ _ - 1 - - - - - - - - → - 一 一
-
- - - - - - -
- -
- I - -
一 一
-
一 - - - J - - - - - 一 - - -- 一 - - - - - - - 一 - I - - - 一■一 -- - - - - -
J
I -
J
I
r
-
- - - - 一 - - 一 - - - - - - - I - 一 - - - - - - - 1I - - - - - - - - - - - I . - I - - - - -
- ■ - … 一 ー - I ●■ - - - ” - I
No. m o u s e Vβ CD R3 Jβ
” - I _ _
_
-
● - _
_ _ _ 一 _
t ■
一
-
- - ー
- ー - ー - - 一 - I - - - 1
4 -
一 山 -
■
■■ - 一 - I
-
●■ ● - - - ■ - - - 一 - 一 1 - - - - - - - - - 1 - - - - - - - - - 一■ - - - -
- - - 一 - - - - - - - I - - - - ● - - - - - 一 一■ - - - - - - - 1 → - - - - - -
1
l - - -
一
-
■
-
- ･I I N - 1
I
… ■ - - - - ● - - - - - I ● ‾ ‾ ‾ - ‾ - -
Aml
Amヰ
Am3
Am3
Am3
Aml
Aml
Aml
Aml
10 Am2
1 1 Am4
TGTG C CAG CAGT
C A S S
T(;TG CCAGC A GT
C A S ?
¶; T G CCA GC
C A S
TGTG C CAG CAGT C TG
C A S S L
TGTGC CAG CAGT
C A S S
7GTG C C A G C
C A S
TG T GCC A G C
C A S
TG T G C C A G C
C A S
TG TGC C A G C
C A S
T G G GA AAAACA
W D K T
TGGGAG C A 人 ACA
W D Q T
AGAC G GGACAG GG A GCA
R P G Q G A
GGGACAGG AG G C
G T G G
C C CG G GA C AG G G GGC ･
P G T G G
AGC C A C A GA 〝r
S H R N
A GC C C孤 GAG
S P L q
A GC C G G G ACA G G GA G TC C
S R D R E S
AÅc C ¶; G G G G GT
N L G G
TG T G C CAG C AGT Cl｢G
C A S S L
TGT GC C A G C
C A S
TCAACTG G G G G G CTC
S T G G L
A GA C
'
rC G C G A G G
R L A R
A AC†C C GAC (1.2)
N S D
A ACTC C GAC (1.笥
N , S D
A A C TC C GAC (l.2)
N S D
TCC G A C(1.2)
S D
T C CGAC (i.2)
S D
T C T G & AA TAC G (1.3)
S G N T
◆
G GA A 〝r AC G (1.3)
G N T
G GG CA G
,
(2･2)
G Q
A G T GCAGAA AC G (2.3)
S A E T
TCC TAT G AA(2.6)
S Y E
TA TGA A (2.6)
Y E
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VP5.2family
J
. 一 - 一 - 一 ●■ 一 ●■ 一 ●● 一 ■■ 一 - ● 一 一 ■■ - ●■ ■ 一-
-
I - ー - ー ー ー ー ■■ - - - - ■ - - - 一 ● - 一- - I -
.
- -
- - 一■ - - - 一- - 一 - - 一 - - - - - I b - →- - - ●■ 一 一 - - 一 ー ー ーー ー ー ー ■ ● - I - - - - - 一 ■ - - - - - - 一- -･- - 一･- 一 - 一 → - - - I l 一 - - - - 一- - A - 1 - - - I- - -一 - - I - - ●一 →- - I - I - 一 I - 一JI M 一 - - 一 - - ■■ 一
No･ m ous e Vβ CD R3 ･ Jβ
→- - 一 1 * ● - ● ‾ ●■ - I - I - I 一 一 - - I - ■● - - I - - 一 ■ ■ - ● ■ - - 一 - - - - - I - ■ ■ - ■ - 一■ - 一■ - 一■ 一 - - - - - - - -
- - - - - - → - - - - ■- - - - ● - I - - - J - - N JP - - - - - 一■ - 一 - 一一■ - - - - - - - - I . ,I - - → 一 - - J - - - - - l一- - - - - I - 一 - - - - I - - →- - - - - - 一■ -
I
- -
- -
- - I l l - - 一 -
- ● ●■一 一 q
1 2 Aml
1 3 Am3
1 4 Am 4
1 5
16
1 7
1 8
TGTG C CAG C TCT TC
C A S S L
T GT GC CA G CTCTC7℃
C A S S L
¶;TG C CAGC l
`
CT
C A ら S
Am4 TGTG c e A G C
C A S
Aml TGT GCCAG C TCT
C A S S
Am1 7G T Gc e A G CTCT
C A ら S
A 巾2 TGTG CCA GC
C A S
i9 Am2 TGTGC C AG CTC T
C A S ら
G GA ACAG G G G G C m G G G GA AAGA (1.4)
G T G Gド G ど ∩
G & GAGAT T
G E I
C AC G G GACA GAC
H G T D
1
‾
C C C GGGACTG GGG C
S R D W G
C7G GAGAG G G GGC GA
L D ∩ G R
CC C A C C G G G G G C
P T G 伝
¶;TCCACAC¶;G G GA AG C
S P H W 伝 S
C C G G GACTG GG GG GT
P G L G 伝
｢℃CA A CGA A AGA (1.4)
S N E R
A C (2.4)
T
CA AGAC AC C(2.司
Q D T
GヘA (2.6)
E
TAT GA A (2.6)
Y E
l℃C ¶汀G A A(2.6)
S Y E
TA T G A A(2.6)
Y E'
ー ー ー ー ー ー ー -
I
-
- ●
■
- 一 ■● - ● - ■■ 一 ■ ■ 一 t H - ■ ■ - - - H - ■ -- 一ー ー - ーー ー ■- - 一 - 一■ - - - - ･ - - - I - - - - - -
- 一
- -
- - - - - - - I - I l 一- - - - - - - 一- - 一■
･
- → I - - - - - - - I l l - - J P - - - 一 一 一 - - - - - ■■ 一 ■■ 一 - ■■ - ■■ 一 - - ● ● - I - N ●一 - - ■■ - ■■ 一 - 一 ■- ■ I - - - - ■■ - t ■ -
叩6 ねmily
- ● - - ■■■ ■ - - - - I 一l - ● ■ ■ ■ ●- ■ ■● 一 - - 一 一■ - - - - - - - - I - - - - - - - ■･- - - 一 - - - ■ 一- - 一- - ●← - 一 - ーー - ー･- ■ ■ = ■ 一 ● ● 一 一 一 ■ ■ 一 ■ - I - - ■ - ■ 一 - - ～ ■ - - 一 ■■･ 一 一 一 一 - ■■ 一 ■■ 一 - -I ●■ - ■■ - - ･･ ■ - ■■ - - 一 ●■ 一 ■■■■ - - - ■■■ ■ ● - - 一 ■■■ ■ - - - - ' - - ■ ■ - - I 一 - ● ■ 一 ● ■ 一 ■ ■ - I - - - - I ■■ ●
No･ m o u s e VP CDR3 Jβ
■ ■ ■■ - 一
■
- I - - ■ ●■ - - - - ●■ - 一 一 ■ - ■ - ● -- ●■ - - - - ･ - - 一 ■ - - I - 一 - - l ■■ - - ■ - - ■- - ■■
-
■■ - - ■一- - ･
-
J
- 一- - 一 - - ■･- l l I - ■- - - ●■ - - 一 一 ■■ - t - 一 一■ - ■■ - ●■ - ●■ 一 一 - ■ ■ ■ - - - I - - ● - I - 一 ■ ■ 一 ■ ■ 一 1 - ＋ ■ - ■ - ■= ● 一 - ■ ■■ ■ b - - 1 11 I - - 一 ■ - ■ ■ - - - ■ ■ - - I - ■ ■ 一 ■ ■ 一 - ･ ● - J I - - I
20 Aml TGTGC CAG C AG G TGG A⊂汀G G GGA AAC TATG CTGA G (2.1)
C A S R W T G G N Y G Q-
21 Aml l℃T G C CA GC A GT
C A S S
22 Am2 TGT G CCAG AGT
･ C A S S
A;TA G T CA AT
I V N
A TA& CTG G G G G
[ D W G
17U GAA (2.6)
Y ∈
TA TGA A (2.6)
Y E
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Vβ9fa mily
- 一 一 - 一 - - - - - - - 一 - I - 一 - I -
A
-
- - - -･- - - - - - - - 1 I - d I - - - -- 一 - - ” - - - - - - 一 - ー - t - - - 一 - 一 - - - 一 - - - -t - -- - 一 一 - - I . - - 一 - 一 - 一 - - - - - 一 - - - 一 - - - I - - - 一 -
- - - - - - - - - - - ■ - I - - - - - - - -- - 1 一 - ■ - 一 - ■ - 一 - t -
No. m o u s e VP CD R3 Jβ
■ - - _ I _ ● _ ● 仙 - - - _ _ 一 ■ - I - I - - - -
- - 一 - 一 - 一 - - - - - - - - - - ” - A - I I - - - - - - 1- - I- - I ■ - - - - - - - -1- - - - - I - - 1 - - - → - - - 1- - 一 - I - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - I . - - - - - - - - - ■ - ‾ 一 一 - ■ - 一 - 一 - ● … t - I -
23 Aml
2 4 Am3
2 5 Aml
TGTGC C A GC A GT
C A S S
l｢G TG CCAGCAGT
C A S S
T GT G CCAGC AGT
C A S S
A GAGT TCA G G G♪J
R V Q G D
AGAGAGAGGGA A C A C
R R D E H
A GAG AT G G G ACT G G GGAA
R D G T 白 E
TC C∧AC GA AA G A(1.4)
S N E R
GA A A G A(1.句
E ∩
& CACC (2.5)
D T
Vβ1 6 fa mily
I _ - _ ■■ _ - - - 一
- - 一 - ー … 一 - - ● - - - - - - - - - - -- - - - l - - - - - 一 - - ■ - I --
- I - JI .
-
一
-
- - - - - - - l l - 一 - - - - - - - - - -- - → - I - - - - 一 - I - 一 - - - - - - -
-
一 -
■ - - - - - J - I - I - - - I - - … - I - I - I
J
I ■ -
■ - ■ - ■ - - - I -
No . m o u s e Vβ CD R3 +β
I _ ～ _ _ 一
- - 一 - 一- - - - - - - - 一 - - - - I - - I - ■ - I - - - - - - - - - - I - - 一 一 -
J
- I - - - - I - I - -
- - - - -
- 一
- - - - 一 - - - - - - - - - - - - - 一■ - - 一 - 一- - - - ● -- - - - 一 … - - - - - - - I
- - - - ● - ー ー - - - - - - - ■ ‾ ● 一 - - - ■ - - ～
■
＋ I
-
I
2 6 Aml
2 7 Aml
2 8 Am2
2 9 Am2
3 0 Am4
TG T GC CAG CA GC m
C A S S L
T G T G CCAGCAGC
C A S S
TGTGC C AG CAG C m
C A S S L
¶ヨT G C C AG CAG C
C A rS S
TGTGC CAG CAG C
C A S S
m G G G G G G C G C GT
F G G A R
｢℃G G GACTGG l℃
S G L V
G CT GG G G G G GA A G GC
A G G E G
G CT GG G GG G GA AG G C
A G G E G
I TG AC TGG G GTC
L T G V
GA A (2.6)
E
T ATGA A (2.6)
Y E
TAT GA A (2.6)
Y E
TA TGA A (2.6)
Y E
TC CTA T G A A(2.6)
S Y E
_ - _ _ _ - _ _ - - - - - - - ● - - - - - 一 - - - - 一 -
■
■ -
I - - - - - - - 一 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
-
- -
- - - - - - 一 - - - 一 - - - - - - - - - - - ● - -
- - - - - - - - ‾ N ■ ‾ 一
9 0
2 - 3 - 3 考察
R T- P C R/S S C P法 は ､ 第1葦 で述 べ た様 に ヒ トの T細胞ポピュ レ ー シ ョ ン申に
集積した 欄 胞ク ロ ノタイプを検出する こ と に応用 できる方法 である[27,44】o こ
の 節で は ､ マ ウ ス の 耶細胞ク ロ ノ タイ プの検出系､ 特 に皮膚ア ロ 移植片中に集積
したT細胞ク ロ ノ タイ プを検出する系を確立 した｡ こ の 方法を用 いて ､ 実 際に マ
ウ スTC Rβ鎖の 増幅を検出した(Fig. 2 3-2 6). 検出感度は ヒトの 検体 に対する感
度 と同等 であ っ た【2 7】｡ こ の 解析法 に より マ ウ スおよび ヒ トの 検体におけるT細
胞 の集積を効果的に検出 できた｡
オ リ ゴク ロ ー ナ ルなT細胞 の集積は､ R T- P C R/S S CP法 によ る検討で は シ ン移植
片よりもア ロ 移植片の 方 で激しく認 められ た｡ こ れ らの 集積したT細胞ク ロ ノタ
イ プは､ ア ロ 移植片の拒絶 に何らかの役割を果た して い ると考え られ､ こ れ らの
T細胞タ ロ ノタイ プが共通 の 特徴を持 っ て い るの か を知る こ とは拒絶の メ カ ニ ズ
ム を考える上 で重要で ある｡ Ⅴβ遺伝子 の使用頻度を検討した限り､ 明瞭 な バ ン
ドの数 で はⅤβ遺伝子の使用 に は際立 っ た偏りは認められなか っ た
r
｡ しか し､ 偏
っ たT C Rβ遺伝子の使用に つ い て は今ま で に報告され ており､ ラ ッ ト におい て主
要組織適合抗原ある い は非主要組織適合抗原の異なる心臓 の ア ロ 移植を行 っ た場
合 の 早期拒絶 でみ られる移植片に浸潤 したT細胞は､ Vβ4を持 っ たT細胞が多く､
t
こ のT C Rβ遺伝子 の偏りはT C Rα 遺伝子の 偏りよりも強か っ たと報告されて い る
【1 66,1 6 7]｡ こ の報告 と今 回 の結果の 違 い は､ 解析法 ( 全T C Rβ遺伝子 の発現 の ､
検討か増幅したT C Rク ロ ノ タイ プのみ検出) ､ 拒絶の状況ある い は移植した臓器
な どの 実験状態の 違い を反映して い る こ と が考え られた｡ さ らに ､ 各Ⅴβ フ ァ ミ
リ ー で の TC Rの 発現は ､ 明確なT細胞ク ロ ノタイプの検出感度 に影響され､ T C R
ク ロノタイ プの 正確な定量化には現在の シ ス テ ム で はまだ改良の余地がある ｡
今回､ 調 べ たT C Rβ フ ァ ミリ ー 間で 明確なバ ン ドの数にほとん ど差が見られな
か っ たが ､ 検出されたす べ て の T細胞ク ロ ノタイ プが ア ロ 移植片の 拒絶に直接的
に関わ っ て い るわけ で は な い と考え られる ｡ 実際 ､ Go s sら はある種 の Ⅴβ に対す
る モ ノク ロ - ナ ル 抗体の 投与が M H Cの 異な る ア ロ移植 の生者率を上昇させ たと
報告して いる【168】. また ､ 今回の検討で もVβ3-Jβ
rl･2
､
Vβ9-Jβ1･4く' VB14･J
β2.6な どの Ⅴβ+Jβ遺伝子の 組み合わせが優位に現われ て い たo 特にJβ1･2とJ
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β1. 4ほ 正常 の C 5 7 B L/6マ ウ ス で は使用頻度は高くな い遺伝子 である【15 8]o した
が ぅ て ､ こ れ らのJβ遺伝子を持 つ こ とが ア ロ 抗原 の 認識 に重要な役割を果たす
可能性が示された｡
もう 1 フ.の 重要な点は ､ こ れ ら の皮膚移植は牌細胞の T細胞ク ロ
ー ナ リ テ ィ ー
に は何 ら影響を与え て い な い可能性があるこ とである(Fig･ 2 6)｡ こ の こ と ば､ 臓
器移植時 に拒絶反応を起 こすT細胞の モ ニ タリ ングは末梢血だけ で は困難 である
こ とを示唆して いる ｡
シ ン 移植片で 見られた弱 い バ ン ドは ､ 移植 に よる炎症反応 に よ る と考え られ
(Fig. 2 6)､ また ､ a utologo u s混合リ ン パ 球培養試験 (ML R)【169]で 見られる よう
な免疫反応も起きて い た｡ シ ン移植片で起きた反応に つ い て は更なる解析が必要
と考え られ る｡
TCRβ遺伝子は正常な皮膚 の検体か らは十分 に は増幅されず､ そ れゆえ今回の
実験で は検討 できなか っ た ｡ こ の こ とは ､ たぶ ん 正常な マ ウ ス の 皮膚に は γ ∂ 十
丁細胞が優位 であり､ α β
＋T細胞が少な い こ と[17 0,17 1】を反映して いる ｡ したが
っ て ､ α β 十丁細胞が こ こ で検出された と いう こ とは ､ こ れ ら の細胞が レ シ ピエ
ントに 由来 し､ 移植された皮膚中で増殖したと考え られる｡
さ ら に興味深 い こ と に ､ いくつ か の T C Rク ロ ノ タ イプで共通 のC D R 3領域の ア
ミ ノ酸配列を持 っ て いた こ とが示された ｡ 同 じT C Rβ鎖を持 つ T細 胞は ､ こ れを
解明する ため に はT細胞の機能解析をする必要があるが ､ 同 一 の ある い は同様の
ア ロ 抗原を認識 して いる と考え られた｡
今回､ 検出されたT細胞ク ロ ノタイ プの抗原特異性を明らか にする こ と は現時
点 では困難 でみるが ､ こ の 方法 に は)
'
n vlv oで ア ロ 移植片に集積ある い はそ こ で増
殖 して い るT細胞ク ロ ノタイ プを直接的に検出するにはた い へ ん優れた方法 であ
り､ こ の アプロ ー チは 移植拒絶におけるT細胞の 関与を検討する上 で強力な武器
となると考え られる ｡
2 - 3 - 4 要約
移植組織中で免疫反応を起こすT細胞に つ い て検討する こ とは､ 組織移植にお
けるア ロ移植の拒絶反応を制御する上 での 重要な情報を得る ことができる と考え
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られる. こ の 点か らB I O･A(4 R)マ ウ ス か らC5 7 B L/6マ ウ ス に 皮膚移植を行い ､ 由
v1
'
yoで こ の 移植片に浸潤してきたT細胞の 解析を行 っ た . 皮膚移植片に浸潤し,たT
細胞よりT C Rβ遺伝子をR T- P C Rで増幅し､ S SC Pを行う こ とに よ っ てT細胞ク ロ
ノ タイ プの分析を行 っ た ｡ こ の 後甘β遺伝子の使用頗度とC D R 3領域の塩基配列 を
決定したo ア ロ 移植 で は シ ン移植 に比べ て 明瞭なオリ ゴク ロ ー ナ ル なT細胞の 移
植片 へ の 集積が認められた｡ ま た､ 集積 したT細胞クロ ノタイ プは多くのⅤβ フ
ァ ミ リ ー 遺伝子を使用して い る にもかかわず､ Vβ -Jβの 組み合わせ に 噂好性が
見られた｡ ア ロ 移植片 に集積 した これらのT C Rβ遺伝子に はいく つ か の共通 アミ
ノ酸配列が認め られた こ と より､ こ れら のT細胞は同 一 ある い は類似 した抗原を
認識して い る可能性が示された｡ さら に ア ロ 移植ある い は シ ン移植を行 っ た マ ウ
ス の肺臓で はほ とん どT細胞の集積ほ認められなか っ た ｡ 以上 の こ と より血 Ⅴ 如
に おい て皮膚ア ロ 移植片に浸潤するT細胞ク ロ ノタイ プが認め られ､ これ らは共
通性を持 っ て い る こ とが明らか とな っ た ｡ こ の こ と は､ 臓器移植におけるT細胞
ク ロ ノ タイ プ特異的免疫療法の可能性を示した｡
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総括と展望
生体 での免疫反応時における抗原特異的一徹胞の存在の証明をするこ とは非常に 重
要であるo 白己免疫疾患な どに おい て は ､ 自己抗原特異的耶細胞を特定する こ とに よ
っ て病 因を明らか にする こ とが できる｡ しか しなが ら､ 生体内に 大量 に存在するリ
ン パ球集団の中から､ 特定の T細胞ク ロ ノタイプの存在を簡便に証明する方法はほと
ん どな い . 本論文で はR TIP C RとS S CP法を組み合わせた集積 した 欄 胞ク ロ ノタイ プ
解析法を用い ､ 種々 の疾患や動物 モ デル におい て ､ 抗原特異的な免疫反応に 関与し
て い るT細胞を解析した｡
第 1章 で は各種疾患患者串り採取した病変部位に浸潤 したT細胞ク ロ ノタイプに つ
いて検討した｡
TCRメ ッ セ ー ジをR T- P C R法に よ っ て増幅した後､ S S C P法で分離する方法は､ 簡
便にT細胞ク ロ ノタイ プを検出でき､ 数千個 に 1個割合で の増幅したク ロ ー ンが存在
すれば検出が可能であ っ た ｡ こ の系を用い で慢性関節リウ マ チ患者 (R A) における
T細胞ク ロ ノタイ プを解析した｡ R A患者 の病変局所である関節に は､ 顕著な 瑚 胞の
浸潤と限られたT細胞ク ロ ノタイプの集積が認められた o 各患者の同 一 病変関節内の
異なる部位 に共通 のT細胞クロ ノタイプが存在し､ 一 部の 患者で は末梢血 にも共通 に
認め られるク ロ ー ンが 存在した. 増大した 欄 胞ク ロ ノタイプの T C Rβ遺伝子で は､
Jβ2. 1遺伝子が優位 に使用され て い た｡ Jβ遺伝子 は抗原認識に重要な部分 の ア ミノ
酸をコ ー ドして おり､ こ の 遺伝子 の使用に偏りが認められたこ と は､ か なり限定さ
れた抗原が関与して いる こ とを示し､ R A患者で は抗原特異的な免疫反応が起きて い
るこ とが明らかとな っ た ｡
免疫性肺疾患であるサ ル コ イ ド ー シ ス で は､ 肺と末梢血 において集積して い る 欄
胞の解析を行 っ た ｡ 健常人およびサ ル コ イ ド ー シス患者とも､ 肺洗浄液中に末梢血
と比較して ､ 多くのT細胞ク ロ ノタイプの増大が認められた ｡ サ ル コ イ ド ー シス 患者
の肺で は､ 健常人に比較して さ らに多くのT細胞ク ロ ノタイプの集積が見られ､ こ れ
らの集積 したT細胞ク ロ ノタイプはす べ て のVβサブフ ァ ミリ ー で認 め られた. これ
らの こ とより､ T細胞はサ ル コ イ ド ー シス 病変局所で活性化され て いる こ とが判明し
た｡
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婦人科固形癌において は癌局所､ 付属リ ン パ 節および末梢血 に つ いて T細胞タ ロ ノ
タイプの解析を行 っ た｡ 癌局所に おける耶細胞の 浸潤およびク ロ ー ナ ルな増大は､ 明
らかな転移 の な い患者でも検出された ｡ これ に対し､ 転移を起こ した患者ではⅧ簡胞
の ク ロ ー ナル な集積が療病変局所の みな らず､ 近位の付属リ ンパ 節や末梢血 でも認
められた｡ こ の集積したT細胞タ ロ ノタイプの数や局在は､ 病疫潤の ス テ ー ジや転移
の度合 と相関して い る傾向が見られた｡ これ らの こ とより癌患者 の生体内で は固形
痛 に対する抗原特異的免疫反応が起尊て い る こ とが明らかとな っ たo ･
第2章で は マ ウ ス に おいて T C RJβ遺伝子の 使用頻度の解析と､ 免疫反応を起こ し
た動物の モ デル と して皮膚移植片に集積したT細胞ク ロ ノタイプの解析を行 っ た o
マ ウスT C Rに おけるV - D -J遺伝子の再構成における遺伝子の組み合わせ の噂好性を
c 57 BU6マ ウ ス の 牌臓で発現して いるT C RVβ2､ 8.2および14フ ァ ミ リ ー に つ いて 検
討した. Jβ遺伝子 は偏りをも っ て使用されて おり.､ Jβ2･6遺伝子の使用頻度は調 べ
たいずれ のVβ フ ァ ミリ ー で も最も高く､ 逆 にJβ1･6の使用頻度はいずれ のVβフ ァ
ミリ ー で も低 か っ た. 全体的 にはJβ2遺伝子の方がJβ1遺伝子より優位 に使用され
てし
■
､た . これらの偏りは個体差も認められなか っ たこ とより､ C57 B L/6マ ウス の 牌細
胞で はT C RJβ遺伝子は偏りをも っ て選択されており､ この 選択はⅤβ遺伝子とは独
立して いる こ とが示された｡
マ ウ ス皮膚移植 で は ､ .B I O.A(4 R)か らC 5 7 BLJ6に移植したア ロ 移植片中に顕著なT
細胞ク ロ ノタイプの集積を認めた｡ これ らのT細胞ク ロ ノタイプはほとん ど全て のⅤ
βフ ァ ミリ ー に わた っ て い たが ､ Vβ -Jβの 組み合わせ には偏りが見られたo また ､ I
c D R3領域の ア ミノ酸配列 に いく つ か の共通モ チ ー フが存在したこ とより､ 集積した
T細胞ク ロ ノタイ プ は同 一 あるい は類似の抗原を認識して いる こ とが判明した｡
以 上 に述 べ て きたよう に ､ TC Rメ ッ セ ー ジのR T-PCR産物に つ いてS SCPで解析す
る方法は､ リ ン パ 球集団の なか でク ロ ∵ ナ ル に増幅して いるT細胞を検出するの に最
も適 した方法の 1 つ である｡ こ の方法は抗原特異的な 欄 胞の反応を臨床だけで なく､
基礎免疫 の解析法として応用できる ｡ しか しなが ら､ リ ンパ球集団の なかで集績し
て いるT細胞ク ロ ノタイプを検出するという こ とば､ 悪性 に トラ ンス 7 ･ オ
ー ム したT
細胞や限られたT細胞を活性化できる未知の物質の存在も考慮しなくて はならず､ 必
ずしも抗原特異的な反応だけを見て いる とは限ちな い｡
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こ の 方法で は､ P C RrGこおける バイ ア ス は考慮 しなくて はな らな いが ､ 特長 として
検体中の 欄 胞 の解析を血 m
'
&oで の ア ー チ フ ァクトと切り離して解析できる こ とが挙
げられる . これま で､ 検体か ら限られた数 のVβ遺伝子が増幅されたこ とq)み で 欄
胞のオ リ ゴク ロ ー ナリテ ィ ー を報告した例も存在した｡ しか しなが ら､ T C R遺伝子
の特徴を考えると､ ク ロ ー ナリティ ー はC D R 3領域の塩基配列 の違 い に よ っ て 判断さ
れる ベ きである. この 点にお い て ､ R T-P C R/S S C P法は直接T細胞クロ ノタイプを決
定する最も簡便な方法である｡ そのう え､ 異なる検体間で のT細胞ク ロ ノタイプの共
通性の検討も簡単に できる ｡.こ の方法を用 いる こ とに よ っ て ､ 免 疫反応はラ ンダム
な出来事で はな い こ とが判明してきた｡ ただ し ､ 異なる 個体間の 比較に関して は ､
同じエ ピト ー プに対する反応であ っ て も､ ア ミ ノ酸配列 にすれば同じである にもか
かわらず､ 個体 に よ っ て¶細胞の TCRの塩基配列は統計学的に異なり､ S S C Pで はこ
のような場合に は異なる移動度の バ ン ドと して提示するため ､ 解析が難しい ｡
簡便なT細胞ク ロ ノタイプ解析に加え て ､ 我々 はより詳細な情報収集に こ の方法を
拡大して い る｡ 例えば､ こ の検出系 に より明確な反応を起 こす特異的抗原の決定に
用い る こ とが できる｡ 今ま で は､ T細胞株を樹立する方法､ 推定抗原で刺激後総リ ン
パ呼集団に対するT細胞の増殖を測定する方法な どが確立されて い たが ､ 臨床免疫に
おい て血 m
'
voの標的抗原の特定に は限られた方法しかなく､ 最終的な抗原の同定ま
で に は至 っ て いな いこ これに関して はR T-P C R/S S C P法は有利な点がある. 先 に述べ
たよう に異なる検体中の同 一 のク ロ - ンは同じゲル で電気泳動する こ と に よ っ て簡
単に検出でき､ 例えば血 vl
'
vIOで集積して い る病変部位のT細胞ク ロ ノタイプと, 同 一
患者 より採取したP B Lを血 Tq
'
LTVで推定される抗原で刺激して産生させた¶細胞クロ ノ
タイプを比較する こ とが できる の である｡ 実際に予備検討ではあるが ､ R Aや肝炎患
者で血 Tq
'
voで集構して い るT細胞 に つ い て 同定したが､ こ の系の感度は ､ 通常のT細
胞増殖試験に比較して か なり高感度 である こ とが示されて い る｡
こ れまで は ､ 血 Tl
'
t,0の反応 に関与して い る特定 のT細胞に つ い て クロ ー ン レベ ル で
評価する こ とは困難 であ っ た ｡ T細胞株の樹立は､ これを目的として行われて き た実
験である. これに関しても､ 我々 の系ではin tq
'
v oで集積して い る 欄 胞のTC Rの遺伝
子情報まで得られた｡ それゆえ､ 我々 は集積した細胞で使われて いるTCR α鎖とβ
鏡の組み合わせを正 しく同定したかを､ 血 vT
-
b10で再構成し抗原特異性で確認するこ
とが可能 である｡ 現在､ こ れに つ い て フ ォ ー カ ス をあて た研究もなされて い る. 令
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後､ こ の方法は抗原特異的なT細胞a)血 m
'
tT Oで の大量に調製に役立 つ よう になると考
える｡
緒言 にも述 べ たよう に ､ 現在の とこ ろ自己免疫疾患の抗原特異的な治療法はな い｡
自己免疫疾患の 動物 モデル であるEAEマ ウ ス や関節炎 マ ウ ス におい て は､ 抗T C R Vβ
抗体 に よる疾患治療が試み られ､ 成果が上げられて いる ｡ ヒ トにおい て は モ デル動
物と異なり疾患とT C Rとの関係がより複雑であり､ 動物 での方法を適応するこ とは
難しい｡ しか し､ 特定 のT細胞ク ロ ノタイプと病態へ の 関与が確認された･な らば､ 先
にEAEマ ウスや関節炎 マ ウス で効果が認められたよう に特定の抗T C R抗体やT C Rペ プ
チド投与に よるイディ オタイプネ ッ ト ワ ー クを介した 欄 胞ワクチネ ー シ ョ ンな どの
抗原特異的な治療が ヒトに おい ても可能と思われる. ま た固形癌に対して時､ 痛を
認識するT nを血 触 で再構成して投与する こ とによりより効果的な ⅥIJ療法の開発
が期待される. 現在､ 本由文で応用したR T- P C R/SS C P法は､ さ らに多くの悪性疾患
や自己免疫疾患をはじめとした免疫性疾患の治療や免疫学的現象の解析に応用され
ており､ 抗原特異的治療法の開発が研究されて いる｡
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